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Einleitung

A Einleitung

1. Die Krebsstammzellhypothese

Stammzellen sind Zellen, die sich sowohl selbst erneuern als auch
differenzieren kénnen. Sie stellen daher in vielen Organen die Quelle flr deren
Regeneration dar. So kann beispielsweise eine murine hamatopoetische
Stammzelle nach Transplantation die komplette Hamatopoese mit allen
Blutzellreihen in einer adulten Maus wiederherstellen [1].

Vor einigen Jahren wurde die Stammzellhypothese ebenfalls innerhalb von
Tumorerkrankungen utberpruift.

Der Krebsstammzellhypothese zufolge existiert innerhalb eines Tumors eine
Subpopulation von Zellen, sogenannte Tumour Initiating Cells (TIC) oder
Tumorstammzellen (TSZ), welche in der Lage ist, Tumorwachstum zu initiieren
und aufrechtzuerhalten [2-12]. Demzufolge setzen sich Tumore aus einer
zellularen Hierarchie zusammen, welche von den Tumorstammzellen ausgeht
und welche ebenso Progenitorzellen und schliel3lich differenzierte Zellen
beinhaltet. Die differenzierten Zellen stellen die Tumorzellmasse dar. Da sie
aber weder in der Lage sind sich selbst zu erneuern, noch das Potential
besitzen unbegrenzt zu proliferieren, werden diese, anders als die
Tumorstammezellen, als nicht tumorigen angesehen.

Die Tumorstammzellhypothese konnte zum ersten Mal 1997 mit in vivo
experimentellen Daten  belegt werden. Pionierarbeiten von der
Forschungsgruppe von John Dick in Toronto, Canada, zeigten, dass
menschliche leukamische Blasten, die das Stammzellantigen CD34
exprimieren, nach Transplantation in immunpermissive M&ause Leukamien

induzieren konnten, wéahrend leukamische Zellen desselben Patienten, die
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dieses Antigen nicht trugen, dazu nicht in der Lage waren [3]. Dieses Phé-
nomen wurde spater auf solide Tumoren ubertragen, unter anderem auch auf
das Mamma-, Ovarial-, und Lungenkarzinom [4, 13, 14].

So konnten Al-Hajj et al. eine Population mit Stammzelleigenschaften und den
oberflachlichen Stammzellmarkern CD44+/CD24-/lin- im humanen
Mammakarzinom identifizieren. Mit Hilfe der phanotypischen Expression von
CD24 und CD44 wurde zum ersten Mal im Brustkrebs ein Kriterium gefunden,
mit dem zwischen tumorigenen und nicht tumorigenen Krebszellen
unterschieden werden kann. Lediglich der CD44+/ CD24- Phanotyp war in der
Lage, Tumore in vivo im Mausmodell zu erzeugen [4]. Mittlerweile haben sich
zusatzliche Marker profiliert, um Populationen epithelialer Krebsstammzellen
wie die des Mammakarzinoms zu isolieren. Dazu z&hlen die Oberflachenmarker
CD133 [5], CD90 [15], CD61 [16] und als funktionelle Marker die verminderte
Aktivitat des 26S Proteasoms bei vermutlichen Tumorstammzellen [17] sowie
die Fahigkeit Hoechst 33342 auszuschlielen. Hoechst 33342 ist ein Fluores-
zenzfarbstoff, der mit der DNA interkaliert. Er wird von potentiellen
Tumorstammzellen mittels erhohter Expression von Verapamil-sensitivem
BCRP1 (Breast Cancer Resistance Protein) aus der Zelle transportiert, so dass
sich eine farblose tumorigene, sogenannte Side Population, abgrenzen lasst [7].
Neben Multipotenz und der Fahigkeit zur Selbsterneuerung zeichnen sich
Tumorstammzellen auch durch ihre Resistenz gegeniiber Chemotherapie und
Bestrahlung aus. Nach einer anfanglichen Sensibilitdt entwickelt sich beim
Mammakarzinom letztendlich meist eine Resistenz gegeniber der Therapie.
Die Tumorrezidive sind wahrscheinlich durch vermehrte Proliferation
ursprunglich resistenter Tumorstammzellen zu erklaren [18]. So kam es bei
Chemotherapie, nachgewiesen durch Xiaoxian et al, zu einer prozentualen
Erhohung der CD44+/CD24-/lin- Population [19]. Ein durch verminderte reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) bedingter DNA-Schaden bei humanen und murinen
Stammzellpopulationen konnte auch bei epithelialen Karzinomen bestatigt
werden. Aufgrund diverser Schutzmechanismen entstehen intrazellular weniger
ROS, somit besteht bei Krebsstammzellen ebenfalls eine erhdhte Resistenz

gegeniber Bestrahlung [20]. Es ergibt sich daher das klinische Problem, dass
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die kleine tumorgenerierende Stammzellpopulation oft therapeutisch schwer zu
erreichen ist und durch konventionelle Therapien gegebenenfalls nur die
differenzierte Tumorzellmasse bekampft wird. Somit ist bei Tumorpatienten ein
Rezidiv haufig unvermeidbar und das Langzeitiberleben vermindert.

Eine weitere Eigenschaft der Tumorstammzellen ist das Wachstum als
spharische Kolonien unter nicht adharenten Bedingungen. Die Fahigkeit der
Stammzellen und Tumorstammzellen in Suspension in Anwesenheit von FGF
und EGF zu proliferieren, wurde im Sphéaren-Assay zunachst bei neuralen
Stammzellen beobachtet [21]. Folgeexperimente konnten zeigen, dass
verschiedene Typen von humanen epithelialen Stammzellen (z.B. der Brust)
ebenfalls diese Eigenschaft besitzen [22]. Die nicht adharenten Spharen
werden entsprechend als Neurosphéren, fir neurale Stammzellen, bzw. als
Mammosphéren, fir Brustkrebszellen, oder generell als Tumorsphéren
bezeichnet. Eine Farbung von Mammosphéren hat gezeigt, dass diese
Kolonien nicht nur aus Zellen bestehen, sondern auch aus extrazellularer
Matrix. 20% der Spharen enthalten Laminin, bei allen Spharen wurden
embryonale Komponenten der extrazellularen Matrix wie Decorin und Tenascin
nachgewiesen [22]. Mittels dieses Kultivierungsverfahrens, auch als Sphéren-
Assay bezeichnet, ist ein Surrogat-Assay zum Nachweis und zur Anreicherung
von potentiellen Tumorstammzellen mit tumorinitierendem Potential mdglich.
Es ist nicht bekannt, ob die Fahigkeit zur Spharenbildung auf alle epithelialen
Gewebsstammzellen und Tumorstammzellen Ubertragbar ist. Insbesondere im
Ovarialkarzinom war diese Eigenschaft zu Beginn unserer Studie noch nicht
bestatigt worden.

Eine weitere wichtige Frage ist, wie Tumorstammzellen entstehen. Es wurde
gezeigt, dass sie durch Akquisition einer genetischen Mutation in normalen
Stammzellen entstehen koénnen, wie beispielsweise bei der chronischen
myeloischen Leukamie [23, 24] oder aber auch durch genetische Veranderung
von differenzierteren Progenitorzellen, die dann, wie bei bestimmten Formen
der akuten myeloischen Leukdmie beschrieben, Selbsterneuerungs-
eigenschaften erhalten und dadurch Stammzellcharakter Gbertragen bekommen
[25].
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Ungleich der Situation im gesunden Gewebe, in dem Stammzellen sehr seltene
Populationen darstellen, variiert die Frequenz der Tumorstammzellen stark in
Abhangigkeit von Tumorart und -aggressivitdt sowie dem klinischen Stadium
der Tumorerkrankung von beispielsweise <0,1 bis >50% der gesamten

Tumorzellmasse [18].

2. Die Aldehyddehydrogenase

2.1 Funktionelle Bedeutung

Wie oben dargelegt, sind die Identifizierung und Isolation von
Tumorstammzellen sehr wichtige wissenschaftliche Ziele. Neben den oben
erwahnten Oberflachen- und funktionellen Markern sowie dem Sphéren-Assay
ist man in den letzten Jahren auf einen neuen funktionellen Marker aufmerksam
geworden, welcher in Stammzellen in verschiedenen gesunden und malignen
Geweben exprimiert wird. Es handelt sich um das Enzym Aldehyd-
dehydrogenase (ALDH) und insbesondere um dessen Isoform ALDH1. Zellen
mit einer erhdhten Aktivitdt dieses Enzyms weisen in bestimmten Geweben
Stammzelleigenschaften auf. Die ALDH Enzymfamilie ist genauso wie die
Cytochrom P450-Familie in Phasel-Reaktionen der Biotransformation
involviert, spielt dabei aber eine wesentlich geringere Rolle. Nur wenige dieser
Enzyme katalysieren xenobiotische Reaktionen, wobei sie auf ein enges
Spektrum an Substraten ansprechen. ALDHs katalysieren oxidativ die von
Pyridinnukleotiden abhangige Umwandlung der Aldehyde zu Sauren,
Oxidationsmittel sind entweder NAD+ oder NADP+. Aktuell rechnet man 17
Enzym-lsoformen zur ALDH-Superfamilie [26], deren Familien und Subfamilien
in Abhé&ngigkeit ihrer Aminosauren eingeteilt werden. Es gibt zehn Familien und
13 Subfamilien [12]. Ihr Vorkommen verteilt sich bis auf wenige Ausnahmen auf
das gesamte Gewebe. Die hochsten Konzentrationen werden in Leber und
Nieren gemessen. ALDHs befinden sich intrazellular entweder im Zytosol, in

den Mitochondrien oder im endoplasmatischen Retikulum. ALDH1A1 konnte vor
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allem im Zytosol nachgewiesen werden. ALDH1A1 katalysiert zusammen mit
ALDH1A2, ALDH1A3 und ALDH8A1 die Oxidation von Retinal zur Retinolséure,
welche als Ligand bei der Transduktion des Retinolsduresignalwegs die
Genexpression reguliert [12]. Ferner wirkt es zusammen mit ALDH3A1 beim
Metabolismus von Aldehyden mit, die wahrend der Peroxidation von Lipiden
entstehen. Dabei wird das Zwischenprodukt 4-Hydroxynonenal (4-HNE)
verstoffwechselt, welches die Ursache fir diverse Erkrankungen wie
Retinopathie, Katarakt oder neurodegenerative Phdnomene sein kann [12].
Beim Abbau des Ethanols wird die Oxidation des Acetaldehyds zu Acetacetat
unter anderem von ALDH1A1l katalysiert, wobei hier jedoch hauptsachlich
ALDH2 aufgrund ihrer niedrigeren Michaeliskonstante (K) metabolisch aktiv
ist. ALDH1A1 katalysiert auch eine weitere Reaktion zweier Zwischenprodukte
des Cyclophosphamid und Ifosfamidmetabolismus. Die zwei Aldehyde
Aldophosphamid und Aldoifosfamid werden entgiftet, wobei Carboxy-
phosphamid und Carboxyifosfamid entstehen [27]. Des Weiteren bindet
ALDH1A1 das Zytostatikum Flavopiridol [28], es kommt daher konzentrations-
abhangig zu einer verminderten Zytotoxitat. Somit hat ALDH1A1l einerseits
grof3e Bedeutung in der artgerechten Entwicklung des Individuums, andrerseits
schiitzt es den Organismus vor schéadlichen Einflissen, zum Beispiel in Form
von zytotoxischen Agentien wie den in der Tumortherapie eingesetzten
Zytostatika, vor allem den Oxazaphosphorinen Cyclophosphamid und Ifosfamid.
Es wurde gezeigt, dass Brustkrebs auf eine Chemotherapie mit
Cyclophosphamid wesentlich schlechter anspricht, sobald Gberdurchschnittliche
ALDH1A1 Aktivitdten gemessen wurden. Umgekehrt wurden bei erniedrigter
ALDH1A1 Aktivitat ein verbessertes klinisches Ansprechen gegenlber dieser
Chemotherapie festgestellt [29]. Ahnlich entgiftende Wirkung auf Oxa-
zaphosphorine entfalten ALDH3A1 und ALDH5A1 [26], sie sind jedoch auf
Grund einer erhohten K, von geringerer Bedeutung, so dass sich das klinische
Ansprechen auf Chemotherapie, z.B. gegen Brustkrebs, unabh&ngig vom
ALDH3A1 Spiegel darstellt [29]. Es wird auch angenommen, dass ALDH1A2,
ALDH1A3 und ALDH8AL1 an der Entgiftung von Oxazaphosphorinen beteiligt

sein kdnnen.
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2.2  Aldefluor-Assay zum funktionellen Nachweis der ALDH Aktivitat

Die ALDH positiven Gewebs- oder Tumorstammzellen werden durch den
Aldefluor-Assay angereichert, wobei eine hohe nachgewiesene Aktivitat auf das
Vorhandensein von potenziellen Stammzellen und Tumorstammzellen hinweist.
Aldefluor dient als Substrat der ALDH1 und ALDH3 und fluoresziert nach der
Interaktion mit dem Enzym intrazellular.

Ursprunglich wurde der Aldefluor-Assay entwickelt um die ALDH Aktivitat in
hamatopoetischen Zellen zu untersuchen [30-32], mittlerweile wurde dieses
Verfahren aber auch auf andere Gewebe wie mesenchymales [33], neurales

[34] und Brust- [35] und Lungengewebe [36] Ubertragen.

2.3 ALDH Aktivitat als Stammzellmarker bei gesundem und malignem
Brustgewebe, Bedeutung fir die klinische Prognose

Aldefluor positive Zellen, welche aus menschlichem Brustgewebe isoliert
wurden, weisen Bruststammzelleigenschaften auf. Ginestier et al. zeigten, dass
die Aldefluor positive Population, allerdings nicht die Aldefluor negative
Population, Mammospharen generieren kann. Ferner wurde beschrieben, dass
Aldefluor positive Zellen dissoziierter Mammospharen in der Lage sind sich in
vitro selbst zu erneuern sowie, dass sie in vitro Uber ein groRReres
Differenzierungspotential verfigen als Aldefluor negative Zellen [35]. Das
Wachstum und die Differenzierung von Aldefluor positiven, negativen und
gemischten Zellen wurde zusatzlich in vivo mit Hilfe eines Mausemodells
untersucht. Dabei konnte eine Tumorinduktion lediglich bei der Aldefluor
positiven und der unsortierten Population nachgewiesen werden [35].
Letztendlich zeigte sich sowohl in vitro als auch in vivo die Fahigkeit zur
Differenzierung und zu starkem Wachstum bei der Aldefluor positiven
Population im Vergleich zur Aldefluor negativen Population. Diese Ergebnisse
deuten sowohl auf den Stammzell- als auch auf den Tumorstammzellcharakter
der Aldefluor positiven Population hin. Ginestier et al. verdeutlichten die
Tumorstammzelleigenschaft Aldefluor positiver Zellen indem sie zeigten, dass

diese Population in Kombination mit dem Phanotyp CD44+/CD24-/lin-, welchem
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ebenfalls Tumorstammzellpotential nachgesagt wird [4], im Mausemodell
tumorigen wirkte. Dagegen erzeugte die Population CD44+/CD24-/lin-
/ALDEFLUOR negativ keine Tumore.

Wendet man das Prinzip der ALDH Expression klinisch an, so zeigt sich bei
Brustkrebs, dass das Overall Survival (OS) mit der ALDH1 Expression
korreliert. Je hoher die Expression von ALDH1 in Tumoren ist, desto schlechter
ist die Prognose. So wurde ein verstarktes relatives Risiko von 1,76 ermittelt, an
Brustkrebs zu sterben, sofern es sich um Patienten mit ALDH1 positivem Tumor
handelt [35]. Viele weitere Studien identifizierten diverse Isotypen der ALDHs
als ahnlich schlechte prognostische Faktoren bei Brustkrebs [37].

In vitro Untersuchungen von Zelllinien weiterer epithelialer Tumoren haben
gezeigt, dass der ALDH positive Anteil der gesamten Zellen in Abhangigkeit
seines Ursprungsgewebes variiert. Zum Beispiel ist die durchschnittliche
Aldefluor positive Population der Kolonkarzinomzelllinien (15,5+11,5%) groR3er
als die der Brustkrebszelllinien (3,5t4,8%) oder der Ovarialkarzinomzelllinien
(6,2+13,5%) [38].

2.4 ALDH Aktivitat als Stammzellmarker bei malignem Lungengewebe,
Bedeutung fir die klinische Prognose

Untersuchungen an nicht kleinzelligen Lungenkrebszelllinien (NSCLC-
Zelllinien), wie z.B. A548, liefern hinsichtlich des Tumorstammzellpotentials der
ALDH1 exprimierenden Tumorzellen &hnliche Erkenntnisse wie Untersuch-
ungen an Brustkrebszellen. Auch bei NSCLC ist das Isoenzym ALDH1 stark
exprimiert. In vitro besitzen jene Zellen ein gréRReres Proliferations- und
Differenzierungspotential als die Aldefluor negative Population. Ferner verhalten
sich ALDH1 positive Zellen invasiver gegenuber ihrer Umgebung [39].
Dementsprechend kommt es bei ALDH1 Inhibition und Knockdown zu einer
verminderten Wachstumsrate und Zellmotilitat betroffener Zellen [40]. Ein
weiterer Anhaltspunkt flir das Tumorstammzellpotential Aldefluor positiver
Lungenkrebszellen ist durch die auffallige expressive Uberlappung dieser Zellen
mit dem Stammzellmarker CD133 gegeben [39]. Entsprechend der
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Tumorstammzellhypothese sind ALDH positive Lungenkrebszellen ebenfalls in
vitro resistenter gegentiber chemotherapeutischen Agentien als ALDH negative
Zellen [39]. Auch in in vivo Experimenten am Mausmodell hinsichtlich der
Generierung von Tumoren und Differenzierung innerhalb von Tumoren zeigt die
Aldefluor positive Population Tumorstammzellcharakter [39].

Bei Patienten mit NSCLC zeigt sich, dass die Hohe des Aldefluor positiven
Anteils mit dem histologischen Grading und klinischen Staging signifikant
korreliert [39]. Wie auch beim Brustkrebs hat das Ausmald der ALDH1-
Hochregulation  signifikante  prognostische  Auswirkungen auf das
Funfjahrestberleben und die krebsspezifische Uberlebensrate [39].

2.5 ALDH Aktivitat bei sonstigen malignen Tumoren

Es wird von malignen Erkrankungen berichtet, bei denen sich zwar eine grol3e
ALDH positive Subpopulation nachweisen lasst, diese jedoch nicht spezifisch
die Tumorstammzellen zu markieren scheint, da bei jenen Erkrankungen auch
Aldefluor negative Zellen gleichwertiges Tumorstammzellpotential besitzen.
Dies wurde beim malignen Melanom nachgewiesen. Hier lie3 sich bei Aldefluor
positiven und Aldefluor negativen Zellen sowohl hinsichtlich der
Spharenformation in vitro als auch der Tumorgeneration in vivo keine
Abhéangigkeit vom ALDH Phénotyp ableiten [41]. Es wurde postuliert, dass das
maligne Melanom, im Gegensatz zum Brustkrebs oder zum NSCLC, nicht der
Krebsstammzellhypothese folgt [41]. Ob dies der Fall ist, oder andere
Besonderheiten im Falle dieser Tumorart und beispielsweise der Expression
von Markern wie ALDH vorliegen, ist derzeit offen und wird in aktuellen
Forschungsprojekten untersucht.

Beim Ovarialkarzinom sind die Daten zur ALDH1 Expression und zur klinischen
Prognose derzeit widersprichlich [42, 43]. Ein Zusammenhang zwischen
ALDH-Expression und Tumorstammzellen im Ovarialkarzinom wurde bisher
noch nicht eindeutig beschrieben und soll in diesem Projekt weiter untersucht

werden.
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ALDH Aktivitat, bzw. ALDH1 Expression, sind daher nur in manchen Tumoren
als Marker aggressiver Erkrankungen und von Tumorstammzellaktivitat

anzusehen.

2.6 Bedeutung der ALDH Aktivitdt bei Resistenz gegeniber
Chemotherapie und Metastasierung

Bei ALDH positiven Tumorstammzellen wie den malignen Stammzellen der
akuten und chronischen myeloischen Leukamie wird ein erhdhtes Mal3 an
Resistenz gegeniiber Chemotherapie beobachtet. Diese basiert auf den oben
dargelegten Mechanismen (unter 2.1) sowie auf der erhdhten Expression von
ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transportern, welche die chemotherapeutischen
Agenzien wieder aus der Zelle fordern [44]. Aul3erdem katalysieren ALDHSs als
potentielle Stammzellmarker bestimmte Reaktionen, die zusatzliche Resistenz-
mechanismen darstellen, wie z.B. die Oxidation von Aldophosphamid (siehe
2.1). So wurde unter neoadjuvanter Therapie besonders bei Patienten mit
ALDH1 exprimierendem Brustkrebs ein niedrigeres klinisches Ansprechen als
bei ALDH1 negativem Brustkrebs beschrieben. Zusatzlich erhdhte sich
stellenweise der ALDH1 positive Anteil der Tumorzellmasse unter Chemo-
therapie [18]. Der relative Anstieg der ALDH positiven Population weist auf die
vorhandene Resistenz hin. Es ist daher anzunehmen, dass der Grad der
ALDH1 Expression Bedeutung als Marker fur die Prognose des Erfolgs einer
Chemotherapie bei Brustkrebs hat.

Neben der Funktion als potentieller Marker fir Stammzellen, fur das
Gesamtuberleben sowie flr Resistenz gegenuber Chemotherapie hat ALDH
zusatzliche Bedeutung hinsichtlich der Beurteilung des metastatischen
Potentials bei Brustkrebs. Experimente am Mausemodell haben gezeigt, dass
Metastasierungen vor allem auf Aldefluor positive Zellpopulationen
zurtckzufuhren sind, injizierte Aldefluor negative Zellen entwickelten in Mausen
nur vereinzelt Metastasen [45]. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass
ALDH positive TSZ oder TIC ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der

Metastasierung spielen.
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3. CUB-Domain-Containig Protein 1 (CDCP1)

3.1 Aufbau und funktionelle Bedeutung

Ein weiteres Protein, das potentiell ein Stammzellmarker ist, ist das CUB-
Domain-Containing Protein 1 (CDCP1). Hierbei handelt es sich um ein
Transmembranprotein des Typ |, das drei CUB (Complement Protein
Subcomponents C1/1r, Urchin Embryonic Growth Factor, and Bone
Morphogenetic Protein 1)-Doméanen besitzt. Diese Domanen weisen enge
strukturelle Ahnlichkeit mit Immunglobulinen auf und wirken bei der
Zelladhasion und Interaktion mit anderen Zellen oder der Matrix mit.
Zelladhasion spielt eine besondere Rolle bei der Zellentwicklung hinsichtlich
Uberleben, Proliferation und Fortbewegung. Ahnliche Domanen lassen sich
sowohl bei weiteren Proteinen nachweisen, die an der Interaktion mit der
Umgebung beteiligt sind, als auch bei Wachstumsfaktoren. Intrazellular
gelegene Tyrosinreste dienen der Phosphorylierung [46]. Die Lokalisation des
CDCP1 und dessen intrazellulare Wechselwirkung mit phosphorylierenden
Kinasen, unter anderem der Src-Familie [46], deuten eine funktionelle
Beteiligung an der von extrazellular nach intrazellular verlaufenden
Signaltransduktion an. CDCP1 positive Zellen kénnen mit den monoklonalen
Antikdrpern CUB1-4 markiert werden [47].

3.2 CDCP1 als Stammzellmarker von gesundem und malignem Gewebe

Erste Hinweise auf die Bedeutung des CDCP1 als Stammzellmarker ergaben
sich durch die Erforschung hamatopoetischer Stammzellen. CDCP1 positive
humane Knochenmarkzellen wurden in NOD/SCID Mause transplantiert. Das
Resultat war ein differenziertes Wachstum jener Zellen Uber mehrere
Generationen hinweg. DarUber hinaus besteht eine Koexpression von CDCP1
mit den humanen Stammzellmarkern CD34 [47, 48] und CD133 [47]. Beide
werden auf der Oberflache hamatopoetischer Stammzellen und friher
Progenitorzellen exprimiert und ebenfalls in der Diagnose von Leukamien

verwendet, um unreife leuk&mische Zellen zu markieren [47]. Weitere
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Experimente deuten an, dass CDCP1 funktionelle Bedeutung in der frihen
Erythropoese hat [47].

CDCP1 wird ebenfalls auf anderen Stammzellen exprimiert (zum Beispiel auf
mesenchymalen und neuralen Stammzellen [47]).

Durch den Nachweis von CDCP1 exprimierenden malignen Zellen in Gewebs-
biopsien des metastasierenden Brustkrebses, des Lungenkrebses sowie des
kolorektalen Karzinoms [47, 49] wurde CDCP1 zum ersten Mal mit humanen
Tumoren assoziiert. Hier zeigte sich klinisch bei Brustkrebs, dass das Level der
CDCP1 Expression mit der proliferativen Aktivitdt des Tumors korreliert [50].
Hinsichtlich des Lungenadenokarzinoms ergab ein Knockdown des CDCP1-
Gens bei der Zelllinie A549 in vivo ein vermindertes metastatisches Potential. In
vitro verschwand die Fahigkeit Zellkolonien zu bilden [51].

3.3 Klinische Bedeutung von CDCP1

Klinisch zeigt sich beim Adenokarzinom der Lunge eine signifikante Korrelation
zwischen einer hohen CDCP1 Expression und Lymphknotenmetastasierung,
schlechter Prognose sowie erhohter Ruckfallrate. Auch DFS (Disease-Free
Survival) und OS (Overall Survival) hangen von der CDCP1 Expression ab, die
in dieser Hinsicht einen unabhéngigen prognostischen Faktor darstellt [52].
Auch bei gastrointestinalen Karzinomen untersuchte man den CDCP1 positiven
Anteil. Hier korreliert das MalR der CDCP1 Expression ebenfalls mit dem
metastatischen Potential sowie der Invasivitat [53]. Weitere Hinweise auf das
aggressive Tumorpotential von CDCP1 lieferten Untersuchungen von
Deryugina et al. in denen Zellen der Zelllinie HeLa mit CDCP1 DNA transfiziert
wurden und deren Entwicklung man mit Hilfe von Tiermodellen untersuchte. In
der urspringlich wenig aggressiven Zelllinie |6ste die CDCP1 Expression eine
starkere Metastasierung aus [54]. Zusatzlich zeigte sich bei in vitro Versuchen,
dass CDCP1 positive Zellen weniger sensibel gegeniiber Chemotherapie (z.B.
Doxorubicin) reagierten, was an einer geringeren Apoptoserate zu erkennen
war [54].

Die CDCP1-Expression wurde daher als Ansatz bei der Entwicklung von

Krebstherapien genutzt. Durch Antikérperbehandlung des CDCP1 beim
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Prostatakarzinom im Mausemodell konnte erfolgreich die Metastasierung
inhibiert werden. Der monoklonale Antikdrper 25A11 war mit dem Zytotoxin
Saporin gekoppelt [55]. Weitere Antikorper wie der monoklonale Antikorper 41-2
haben a@hnliche Auswirkung auf die metastatische Kapazitat bei Versuchen im
Tiermodell. Bei CDCP1 positiven Zellen kommt es durch die Antikorper zu einer
direkten Aktivierung der Caspasen [54] und damit zur Apoptose.

4. Fragestellung

Die bisherigen Erkenntnisse zeigen, dass sowohl ALDH Aktivitdt als auch
CDCP1 Expression in der Tumorbiologie eine Rolle spielen und gegebenenfalls
als Marker von Tumorstammzellen oder TIC und somit als verheiRungsvoller
Ansatz in der Prognose und Therapie von malignen Erkrankungen angesehen
werden konnten. In der Tumorforschung setzt man gro3e Hoffnung auf
potentielle Stammzellmarker, die die Krebsstammzellen des jeweiligen Tumors
identifizieren kénnen.

In dieser Arbeit wurde daher die Expression von ALDH und CDCP1 in
verschiedenen Tumortypen sowohl in Zelllinien als auch in Patientengewebe
analysiert. Es sollte die Expression der Marker nachgewiesen werden.
AnschlieRend wurde untersucht, ob diese Marker zur Charakterisierung von
Tumorstammzellen geeignet sind. Zusétzlich wurden das Differenzierungs- und
das Proliferationspotential in Abh&angigkeit von der ALDH Aktivitat untersucht.
Zunachst wurden Zelllinien des Mamma-, des Ovarial- und des
Lungenkarzinoms hinsichtlich der ALDH Aktivitat erstmalig analysiert. Dabei
wurden die Mammakarzinomzelllinien MCF7, SK-BR-3, MDA-MB-468 und BT-
549, die Ovarialkarzinomzelllinien OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-5, NCI/ADR-
RES und die Lungenadenokarzinomzelllinie A549 untersucht. Bei den gleichen
Zelllinien wurde anschlieBend eine Analyse der CDCP1 Expression

vorgenommen. Als zweckmé&Rige Methode diente die Durchflusszytometrie.
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Das Tumorstammzellpotential der CDCP1 positiven gegenuber der CDCP1
negativen Population wurde mittels Sphéaren-Assays in der SK-BR-3-Zelllinie
Uberpruft. Dabei wurde untersucht, inwieweit es zur Bildung von
Mammosphéaren kommt und ob die Gré3e der Sphéren beeinflusst wird.

Es war ebenfalls von Interesse herauszufinden, ob durch eine Kombination der
beiden Marker eine besonders potente Stammzell- bzw. TIC-Fraktion bei
Mammakarzinomzelllinien isoliert werden kann.

Da bis Dato noch nicht bekannt war, welche Rolle die ALDH Aktivitat bei
Ovarialkarzinomstammzellen spielt, wurde die Assoziation zwischen hoher
ALDH Aktivitdt und Tumorstammzellpotential hier anhand der Zelllinie OVCAR-
3 und in isolierten primaren Ovarialkarzinomzellen im Sphéaren-Assay
untersucht. Mdgliche Unterschiede in der Differenzierungskapazitat und im
proliferativen Verhalten Aldefluor positiver und negativer Zellen wurden
weiterhin in der Zelldurchflusszytometrie bzw. durch Zellzyklusanalysen in

entsprechend aufgetrennten Ovarialkarzinomzelllinien Uberpruft.
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B Material und Methoden

1. Material

1.1 Gerate

Durchflusszytometer
FACS

Inkubator

Inverses Fluoreszenzmikroskop
LS Column

MidiIMACS Separator

Mr. Frosty, Einfrierbehalter (-80°C)
Zahlkammer Neubauer ,Improved”
Videokamera

Thermostatisches Wasserbad

Zentrifuge

14

FACSCanto2

BD FACSAria™ Il

BD BIOSciences, Worldwide,
Immuncytometrie Systems,
Pharmingen

Sanyo Co; Inkubator, MCO-20 AIC,
215 Liter, UV-Sterilisation, MS-
Laborgerate GmbH

Zeiss, Axiovert 200

MACS, Miltney Biotec, Lot.Nr.:
5081127010

Mat.Nr.: 120-000-475

MACS, Miteny Biotec, Mat.Nr.: 130-
042-302, Lot.Nr.: 5091216076, Serial
Nr.: 00080

Nalgene®, Sigma-Aldrich

Hecht Assistent

Pieper GmbH, FK 6990-1Q-S
Neolab

Heraeus Multifuge 3 S-R, Thermo
Scientific
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Mikroskop

Sicherheitswerkbank

Midi MACS Separation Unit

Akku betriebene Pippetierhilfe
Tab. 1. Bendétigte Gerate

1.2 Verbrauchsmaterialien

Ammoniumchlorid

Cell Strainer

Cryordhrchen, Cryo.

Falcon, Polystyrol R6hrchen mit
konischem Boden
Aspirations-Pipetten (5ml, 10ml, 25ml,
50ml)

Zellkulturflaschen, steril, 75cm?
Ultra Low Cluster Plate, 6 Well with
Lid, Flat Bottom, Ultra Low
Attachment, Sterile, Polystyrene

LD Columns

Eppendorf Mikroliter Pipetten (0, 5ul-
10ul, 10ul-100ul, 20ul-200ul)

Tab. 2: Verbrauchsmaterialien

Nikon, Eclipse TS100
Thermo, Electron Corporation,
HERAsafe KS

Miltenyi Biotec

Pipetus®, Hirschmann

Stem Cell Systems

BD Falcon, BD Bioscience Discovery
Labware, 70um

Greiner Bio-One GmbH, Lot.Nr.:
E090901G

Greiner Bio-One

Falcon®, BD Biosciences

Cellstar®, Greiner Bio One

Costar, Corning Incorporated, Corning,

NY 14831, Lot.No.:15610005

Miltenyi Biotec GmbH

Neolab

1.3 Chemikalien, Reagenzien, Puffer, Kits, Medien mit Zusatz

Rinderserumalbumin (BSA)
Dulbecco’s PBS ohne Ca & Mg
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
PAA, Cat.No.: H15-002, 500ml
Applichem, Chemica Synthesis
Service, Lot.Nr.: 9H009628, A3672,
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Fotales Kalbserum (FCS)
Fotales Rinderserum (FBS) Gold
MACS Puffer

Kulturmedium: RPMI1640 mit L-
Glutamin

(und zusatzlich 10%FBS, 1%
Penicillin/Streptomycin)
Penicillin/Streptomycin

Pl

Trypsin/EDTA

Trypanblau

Aldefluor-Assay Puffer (ALDH-Puffer)

Aldefluor Reagenz

Aldefluor Dimethylsulphoxid (DMSO)

DEAB Reagenz

Mammary Epithelial Cell Basal Medium

0100

Biochrom AG

PAA, AUS, Cat.No.: A15-551, 500ml
PBS, 0,5% BSA, 2mM EDTA

PAA

PAA, Cat.No.: P11-010, 100ml
Sigma

PAA, Cat.No.: L11-004, 100ml
Trypan Blue Stain 0,4%, Invitrogen
Corporation, GIBCO, Cat.No.: 15250-
061, Lot.No.: 571771

Stemcell Technologies, Cat.No.:
01702

Stemcell Technologies, Cat.No.:
01703

Stemcell Technologies, Cat.No.:
01706

Stemcell Technologies, Cat.No.:
01705

ATCC/LGC Standards

Tab. 3: Verwendete Chemikalien, Reagenzien, Puffer, Kits und Medien mit Zusatz

1.4  Antikorper

APC (Allophycocyanin) — conjugated
AffiniPure F(ab"), Fragment Goat Anti-
Mouse IgG+IigM

CUB2 (monoklonaler muriner IgG AK)

Jackson Immuno Research
Laboratories, Code Nr.: 115-136-068,
Lot.Nr.: 81599

AG Buehring, Labor fir

Stammzellforschung,
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Universitatsklinikum Tubingen
Goat Anti-Mouse 1gG Micro Beads MACS, Miltenyi Biotec, Mat.Nr.:120-
000-289, Lot.Nr.: 5091207040

Tab. 4: Verwendete Antikorper

1.5 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden allesamt von dem National Cancer Institute
(9609 Medical Center Drive, Bethesda, Maryland, USA) zur Verfugung gestellt.

Bei der Mammakarzinomzelllinie MCF7 (Michigan Cancer Foundation 7)
handelt es sich um eine Zelllinie, die aus dem Pleuraerguss einer weil3en
kaukasischen Frau mit Mammakarzinom im Jahr 1970 abgeleitet wurde.

Die epitheliale Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 wurde ebenfalls 1970 isoliert.
Die urspringlichen Zellen stammen, wie bei MCF7, aus einem Pleuraerguss,
welcher sich bei einem Brustadenokarzinom einer 43-jahrigen kaukasischen
Frau entwickelte.

Bei MDA-MB-468 handelt es sich um eine epitheliale Brustadenokarzinom-
zelllinie abgeleitet von einer 51-jahrigen Frau.

BT-549 stammt von einem papillaren, duktalen, invasiv wachsenden
Adenokarzinom der Brust, das einer kaukasischen 72-jahrigen Frau entnom-
men wurde. Diese Zelllinie wurde 1978 isoliert.

Die Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR-3 stammt aus dem ovarialen Gewebe
einer 60-jahrigen kaukasischen Frau. Es ist eine epitheliale Adenokarzinom-
zelllinie, deren Zellen 1982 bei einer Aszitespunktion gewonnen wurden.
OVCAR-4 ist eine epitheliale Adenokarzinomzelllinie. OVCAR-5 ist eine
humane epitheliale Ovarialkarzinomzelllinie, deren Zellen ebenfalls in
Aszitesflissigkeit vorgefunden wurden. Bei NCI/ADR-RES handelt es sich
ebenfalls um eine epitheliale Ovarialkarzinomzelllinie.

Die Lungenadenokarzinomzelllinie A549 entstammt von einem 58-jahrigen

kaukasischen Mann. Sie wurde 1972 entwickelt.
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1.6. Zusammensetzung der Medien

Grundmedium Zusatz
Spharenmedium Mammary Epithlium Basal  B27, 500ul
Medium, 25ml PS, 250ul
EGF, 25ul
HC, 25ul
Insulin, 25ul
Heparin, 25ul
Einfriermedium Jeweiliges Kulturmedium 5% FCS
10% DMSO
MACS-Medium PBS (pH:7,2) 0,5% BSA und 2mM
EDTA

Tab. 5: Zusammensetzung der Medien

2. Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierungsbedingungen

Alle Zelllinien wurden adharent im Monolayer wie vom Hersteller empfohlen in
RPMI1640 mit L-Glutamin, das zusatzlich mit 10% FBS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin versetzt wurde, kultiviert. Es wurden T-75 Kulturflaschen

verwendet.

2.1.2 Passagieren

Die unterschiedlichen Zelllinien variierten in ihrer Teilungsrate, so dass die
Flaschenkapazitat dementsprechend verschieden schnell erschopft war.
Zellzyklusanalysen zufolge befanden sich Zellen, die dichter wuchsen, haufiger
in der G1/GO Phase, als Zellen, welche in einem lichteren Milieu proliferierten.

Gerade diese Phase des Zellzyklus geht vermutlich mit verminderter
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Proliferation einher. Um den dichten Zellverhéltnissen in den T-75 Flaschen
vorzukommen und zigige Proliferation zu gewahrleisten, mussten die adharent
kultivierten Zelllinien 2—3 Mal pro Woche gesplittet werden. Das bedeutet, dass
ein Zell-Aliquot in eine neue Flasche mit frischem Zellmedium Ubertragen
wurde. Die fur diesen Vorgang verwendeten Agenzien wurden auf
Raumtemperatur gebracht. Zunachst wurde das aufgebrauchte Zellmedium mit
einer Pipette abgesaugt, die dicht und adharent gewachsenen Zellen blieben
auf dem Flaschenboden zurtick. Es folgte ein Waschschritt in dem PBS (10 ml)
in die Flasche pipettiert und wieder entfernt wurde. Danach wurde
Trypsin/EDTA (3 ml) hinzugefugt und inkubiert (1-2 Min., 37°C), dies bewirkte
ein Ablésen der Zellen von der Kulturflasche. Zusatzliches Klopfen des
Flaschenbodens erleichterte weiterhin das Lésen der Zellen. Die
Endopeptidase Trypsin spaltet Aminosaureketten in der Regel C-terminal von
Arginin, Cystein und Lysin. Es wirkt hauptséachlich tUber die Spaltung von
Oberflachenproteinen welche verantwortlich sind fur Zellmatrix- und
Zellzelladhasion. Unspezifisch zerstort es aber bei langerer Anwendung die
gesamte Zellmembran. Deshalb wurde die Inkubationszeit auf 1-2 Minuten
festgelegt.

Die Wirkung des Trypsin/EDTAs wurde anschliel3end durch 10 ml Zellmedium,
welches mit FBS versetzt war, abgestoppt. Diese Zellsuspension wurde in
einem Falcon-Rdhrchen zentrifugiert (7 Min., 300xg, 1200 Umdrehungen/Min.).
Das Pellet wurde in Kulturmedium gelést und die Zellsuspension auf neue T-75
Flaschen verteilt. In einem Zeitraum von 24 Stunden waren erneut adharente
Zellkulturen zu beobachten. Bei Assays, welche eine hohe Anzahl an Zellen
erforderten, wie bei MACS und bei FACS, musste die verwendete Zelllinie
langer kultiviert werden und mehrere Passagen durchlaufen. Die Assays
wurden zu einem Zeitpunkt angesetzt, bei dem Zellen weder zu dicht, noch zu
licht wuchsen und es wurde auf genaue Angleichung der Zellzahlen zwischen
den Experimenten geachtet. So wurden fir die Zelldurchflusszytometrie 10°

Zellen benétigt, bei MACS waren es 107 Zellen.
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2.1.3 Zahlen der Zellen

Gezahlt wurde mit einer Neubauer Zahlkammer. Zunachst wurde ein 25 pl
Aliquot der Zellsuspension mit Trypanblau (1:2) gemischt und tropfenweise auf
eine Neubauer Zzahlkammer aufgetragen. Die Suspension verteilte sich
zwischen Deckplattchen und Zahlkammer, wobei die Kammertiefe 0,1 mm
betrug. Die Zahlkammer war netzartig in viermal vier grof3e Quadrate von je 1
mm?2 Flache aufgeteilt. Somit entsprach ein Grol3quadrat dem Volumen von 0,1
pl. Bei der Auszahlung der Eckquadrate musste beachtet werden, dass Zellen,
die auf der Grenzlinie lagen, nicht auf jeder der vier Quadratseiten gezahit
wurden, sondern immer auf zwei zuvor festgelegten Seiten. Die Ereignisse auf
den zwei Ubrigen Grenzlinien wurden bei der Z&hlung nicht bericksichtigt.

Nach dem Zahlen musste bei der abschlieBenden Hochrechnung zur
Bestimmung der Zellzahl beachtet werden, dass einerseits vier Quadranten
gezéahlt wurden und dass andererseits das Aliquot 1:2 verdinnt wurde. Auch
das Volumen der Zellsuspension musste in die Hochrechnung einbezogen

werden.

2.1.4 Spharen-Assay

Die Versuchsanordnung des Sphéren-Assays sah vor, dass Zellen unter nicht
adharenten Bedingungen in Spharenmedium wachsen. Hierfir wurden die
Zellen in Ultra Low Attachment 6 Well Plates transferiert und in Spharenmedium
(siehe oben unter 1.6) Uber mehrere Tage kultiviert.

Wahrend des Zell-Sortings (siehe 2.3) wurden die Zellen bereits in sterile mit
Mammospharenmedium gefillte Ro6hrchen sortiert. Die Aufteilung der Zellen auf
die verschiedenen Rohrchen erfolgte entsprechend der Expression des CDCP1
Antigens, bzw. entsprechend der ALDH Aktivitat der jeweiligen Zelle.

Nach dem Sort-Vorgang befanden sich noch einzelne Flussigkeitstrépfchen an
der Gefallwand. Um diese nicht zu verlieren wurden die Gefasse mit Medium
bespult. Nach einer weiteren Zentrifugation und dem Abnehmen des
Uberstands wurden die Pellets in Spharenmedium geldst. Dieses Medium war
mit Erganzungsmitteln (B27, PS, HC, Heparin) und Wachstumsfaktoren (EGF,
Insulin) angereichert. Die Zellen wurden wie oben dargelegt gezahlt. Fir das
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Zahlen unter dem Mikroskop wurde Trypanblau (1:2) eingesetzt. Eine
festgelegte Zellanzahl wurde in Ultra Low Attachment Cluster Plates in sechs
Wellformat ausgesat und FGF zum Medium hinzugeftgt (0,75 ul/ml). Von nun
an wurden die Zellen im Abstand von 24 Stunden sowohl mit FGF als auch mit
EGF (1 pl/ml) versorgt, um die Zellen vital zu halten und ihr Wachstum zu
fordern. Die Spharenentwicklung wurde in den einzelnen Wells zu
verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet. Beobachtungskriterien waren Anzahl

sowie GroRRe der Spharen.

2.1.5 Gewebeverdau

Neben den Zelllinien wurde Patientengewebe fiir die Untersuchung verwendet.
Dieses stammte aus operativen Eingriffen, die an Patienten mit Mamma- oder
Ovarialkarzinom vorgenommen wurden.

Zunachst wurde das betreffende Gewebe mittels Skalpell und Pinzette
mechanisch in einer Petrischale zerkleinert und Fettbestandteile aussortiert.
Dieser Arbeitsschritt fand im flissigen Kulturmedium RPMI 1640 statt. Im
Anschluss erfolgte die enzymatische Verdauung durch Kollagenase, die mit
Zellmedium verdinnt war (3:7), in einem Falcon-Réhrchen. Mammakarzinome
wurden der Kollagenaseaktivitat im Inkubator zwolf Stunden ausgesetzt, bei
Ovarialkarzinomen wurde die Verdauung nach drei Stunden gestoppt.

Im weiteren Verlauf wurde das verdaute Gewebe durch Auf- und Abpipettieren
durchmischt, aufgelockert und zerkleinert. Das Lysat wurde dann in ein neues
Falcon-Rdhrchen uUbertragen und gefiltert (PorengroRe: 70 pum). Um die
Auswirkungen der Kollagenaseaktivitat zu reduzieren, wurde diese durch einen
Waschschritt mit PBS verdunnt. Nach anschlieRendem Zentrifugieren wurde die
kollagenasehaltige Flissigkeit endgiltig abgenommen. In manchen Fallen
enthielt das Pellet neben Gewebezellen Erythrozyten, welche mit
Ammoniumchlorid lysiert werden mussten. Das Ammoniumchlorid wurde dabei
9:1 mit PBS verdinnt. Zur Lyse musste die Zellldsung sieben Minuten
schuttelnd auf Eis inkubieren. AnschlieRend wurde sie mit PBS aufgefullt und
erneut zentrifugiert. Das Pellet enthielt dann aufgereinigte Zellen aus Tumor-

bzw. aus normalem Gewebe.
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2.1.6 Einfrieren von Zellen

Zellen, welche zu einem spéteren Zeitpunkt Verwendung finden sollten, wurden
eingefroren. Das Einfrieren erfolgte in Cryo-Rohrchen nach Resuspension in
Cryo-Medium in einem Mr. Frosty bei -80°C tber Nacht. Am Folgetag wurden
die eingefrorenen Zellen dann in einen Gefrierschrank mit Temperaturen von -

150°C zur Lagerung uberfuhrt.

2.2  Durchflusszytometrie

2.2.1 Erlauterungen

Die Durchflusszytometrie wurde an einem Gerat des Typs FACS Cantoll
durchgeflhrt. Hinsichtlich der ZellgroRe betrug der Messbereich 0,5-50 ym. Die
Zellen wurden einzeln in eine Kapillare aufgenommen und passierten dabei
Laserstrahlen. Das benutzte Geréat verfugte dber zwei Laser mit den
Wellenlangen 488 nm (blau) und 633 nm (rot). Die Laserstrahlen trafen auf die
Zellen und wurden abhéangig von der Zellbeschaffenheit unterschiedlich stark in
ihrem Verlauf beeinflusst, was wiederum von Detektoren notiert wurde. Die
Brechung des Seitwartsstreulichts (SSC = Sidewards Scatter) war abhangig
von der Granularitat der Zellen. Sie variierte aufgrund der Anzahl der Vesikel in
der Zelle und der Grof3e des Zellkerns. Die Beugung des Vorwartsstreulichts
(FSC = Forward Scatter) war abhangig vom Volumen der Zelle. Neben
Sideward Scatter (SSC), das Granularitat anzeigte, und Forward Scatter (FCS),
das die Zellgrosse anzeigte, konnten die untersuchten Zellen und
Zellpopulationen auch uber die Fluoreszenzmessung charakterisiert werden,
bei der zusétzlich Fluoreszenzfarben (Fluorochrome) gemessen wurden.
Wenige Zellen zeigten eine Eigenfluoreszenz, so dass eine sogenannte Isotyp-
Kontrolle durchgefiihrt werden musste. Verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe und
fluoreszierende Antikérper wurden fir diese Studie verwendet (Aldefluor, APC
(Allophycocyanin), PI (Propidium lodid)). Diese banden entweder direkt an
bestimmte Bestandteile der Zelle (Pl interkalierte mit der DNA) oder sie

markierten indirekt Uber spezifische Antikorper. Da das FACS Cantoll Uber
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mehrere Laser verfugt, konnten dementsprechend mehrere Farbstoffe zur

Charakterisierung der Proben verwendet werden.

2.2.2 Farbung

2221 Aldefluor-Assay

Aldefluor wurde dazu verwendet Zellen mit starker Aldehyddehydrogenase
(ALDH) Aktivitat zu isolieren. Aldefluor gelang tber freie Diffusion in die Zellen
und wurde von der ALDH verstoffwechselt. Die Menge an Reaktionsprodukt, die
bei dieser Reaktion entstand und intrazellular akkumulierte, korrelierte mit der
ALDH Aktivitat dieser Zelle. Es handelte sich hierbei um BODIPY-Aminoazetat
(BAA), welches fluoreszierte. Dieses war negativ geladen und konnte somit
nicht aus der Zelle diffundieren. Allein aktiver Transport via ATP-Binding-
Cassette (APC)-Transporter aus den Zellen heraus war mdglich. Um dem
aktiven Efflux des BAA entgegenzuwirken, wurde ein spezieller Aldefluor-
Assay-Puffer verwendet. Fluoreszierendes BAA befand sich also in Zellen mit
intakter Membran und ALDH Aktivitdt, wohingegen tote, fixierte und
permeabilisierte Zellen und Zellen ohne ALDH Aktivitat Aldeflour negativ
erschienen und nicht fluoreszierten.

Uber Zelldurchflusszytometrie und Fluoreszenznachweis konnten auf diese
Weise vitale Zellen mit ALDH Aktivitdt nachgewiesen werden, allerdings nur
durch Abgleich mit einer Negativkontrolle. Diese enthielt den spezifischen
ALDH Inhibitor Diethylaminobenzaldehyd (DEAB).
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aktiviertes Aldefluor
BODIPY-Amincazetaldeyd
(BAAAT

Kein Produkt

ABC Transporter

BAA Assay
Puffer

Abb. 1: Aldefluor-Assay schematisch

Durchfihrung. Die Zellen wurden adharent in T-75 Flaschen kultiviert. Die
Auflosung der Zell-Zell- und Zell-Matrixadhasionen erfolgte  durch
Trypsin/EDTA. Nach zwei Minuten wurden die dissoziierten geldsten Zellen mit
FBS behandelt und die Reaktion des Trypsin/EDTA abgestoppt. Die Zellen
wurden dann in PBS gewaschen, ausgezéhlt und in einer Konzentration von
5x10° Zellen/ml in Aldefluor-Assay—Puffer gelost. Die Pufferlésung wurde fiir
die Aldefluorfarbung mit BODIPY-Aminoacetaldehyd (BAAA) (1:200) versetzt.
Fur die Negativkotrolle wurden 100ul dieser Probe mit DEAB (1:100) inkubiert,
DEAB interagierte mit der ALDH und inhibierte diese. Beide Gefal3e wurden in
einem Wasserbad inkubiert (37°C, 30 Min.). Im weiteren Verlauf wurden beide
Proben zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Pellets erneut in
Aldefluor-Assay-Puffer geldst. Die positive Probe sowie Zellen, die nicht mit
Aldefluor behandelt worden waren, wurden mit Pl gefarbt (1:100). Des Weiteren
wurden ungefarbte Zellen zum Einstellen des Geréts verwendet. So ergaben
sich fur die Durchflusszytometrie letztendlich vier Proben:

e Probe 1: Aldefluor +/PI

e Probe 2: DEAB (Negativkontrolle)

e Probe 3: PI

e Probe 4: ungefarbt
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1000pl Assay Puffer Zelllosung
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Inkubation in Wasserbad (37°C, 30Min_).
Zentrifugation, Entfernung des Uberstands
und Resuspension in 250ul Assay Puffer
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(1:100)

PI Aldefluor +/PI DEAB ungefarbt
(Negativkontrolle)

Abb. 2: Durchfuihrung des Aldefluor-Assays
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2.2.2.2 Aldefluor- und CDCP1-Farbung kombiniert
Die jeweiligen Zelllinien lagen in kultivierter Form adharent in T-75 Flaschen
vor. Zunachst wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA vom Boden der Flasche
geloést. Um Zelltod zu vermeiden, musste die Trypsinaktivitat mit FBS
abgestoppt werden. Dazu wurde das FCS-haltige Kulturmedium eingesetzt. Fir
die Durchflusszytometrie wurden 5x10° Zellen pro 1ml ALDH-Puffer in Lésung
gebracht. Die Zellsuspension wurde mit Aldefluor, genauer BAAA, versetzt
(1:200), welches durch die intrazellulare ALDH in Bodipyaminoacetat (BAA)
umgewandelt wurde. Fur die Negativkontrolle wurden 100ul der Zellsuspension
mit dem ALDH-Inhibitor DEAB (1:100) behandelt. Durch DEAB wurde BAAA
nicht umgesetzt, dementsprechend war bei der Negativkontrolle keine
Fluoreszenz zu erwarten. Sowohl die Aldefluor positive Zellsuspension als auch
die Negativkontrolle wurden in einem Wasserbad inkubiert (37°C, 30 Min.).
Fir die anschlieRende indirekte Antikbrperbehandlung wurden die
Zellsuspensionen, eine Fraktion Aldefluor positiver Zellen sowie ungefarbte
Zellen zunachst mit dem primaren CDCP1 Antikérper CUB2 1:3 fir 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Als Negativkontrolle wurden ungefarbte Zellen verwendet.
Nach der Inkubation wurden die Proben zentrifugiert (300xg, 10 Min.) und der
Uberstand abgenommen. Um den priméaren Antikdrper darzustellen, mussten
die drei Proben einschliel3lich der CUB2 Negativkontrolle anschlieRend mit dem
sekundaren Antikorper APC Goat Anti-Mouse IgG (1:20) behandelt werden. Es
folgte wiederum eine Inkubation auf Eis (15 Min.). Nach einer weiteren
Zentrifugation wurden die Pellets der vier Proben in Aldefluor-Assay-Puffer
gelost, um zu vermeiden, dass die Fluoreszenz des Aldefluorfarbstoffs an
Intensitat verliert.
Eine Fraktion der Aldefluor positiven/CDCP1 positiven Probe wurde dann mit PI
behandelt (1:100), eine weitere Probe ungefarbter Zellen wurde ebenfalls bei
gleicher Konzentration mit Pl versehen.
So ergaben sich fur die Zytometrie letztendlich acht Proben:

e Probe 1: Aldefluor+/CDCP1+/PI

e Probe 2: Aldefluor+/CDCP1+

e Probe 3: Aldefluor+
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e Probe 4: DEAB (Negativkontrolle)

e Probe 5: CDCP1+

e Probe 6: CDCP1- (Negativkontrolle)
e Probe 7: Pl

e Probe 8: ungefarbt

2.3 Immunphéanotypisierung und Fluorescence Activated Cell Sorting

(FACS)

2.3.1 Erlauterung

Mittels Immunph&notypisierung wurden Zellen detektiert und hinsichtlich
Oberflachenmarker analysiert. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)
bedeutet die Auftrennung der Zellen nach diesen Kriterien (z.B. Zellgrosse,
ermittelt im FSC, Zellgranularitat, ermittelt im SSC, und Expression von
Oberflachenproteinen, ermittelt durch Bindung an fluorochromgekoppelte
Antikorper).

Es wurde ein Zell-Sorter des Typs BD FACSAria™ Il verwendet. Die zu
untersuchende Zellsuspension wurde Uber eine Kapillare in das Zytometer
aufgenommen und in einem feinen Flissigkeitsstrahl mitgerissen. Durch den
geringen Durchmesser des Strahls kam es bereits hier zu einer Auftrennung der
Zellen, bei denen anschlielBend FSC, SSC und Fluoreszenzsignal zytometrisch
bestimmt wurden. Die erhaltenen Signale wurden analysiert und der Strahl
durch Vibration in einzelne Tropfen aufgetrennt, so dass pro Tropfen eine Zelle
vorlag. Unmittelbar nach dem Bruch des Strahls wurden die Tropfen elektrisch
aufgeladen und einem elektrischen Feld ausgesetzt. Die Ladung der jeweiligen
Tropfen basierte auf den Daten, die kurz zuvor aus der Zytometrie gewonnen
wurden, so dass Zellen unterschiedlicher Struktur und Emission unterschiedlich
aufgeladen und im elektrischen Feld verschieden stark abgelenkt wurden.
Abh&ngig von der Ladung wurden die einzelnen Zelltropfen auf diese Weise auf

entsprechende Reagenzglaser verteilt. Zellen, die aufgrund ihrer zytometrisch
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ermittelten Signale nicht von wissenschaftlicher Relevanz waren, wurden nicht
geladen und in einem Sammelbehélter verworfen.

Im Unterschied zur Zelldurchflusszytometrie wurden die Zellen nach der
Analyse der Fluorochrome nicht verworfen sondern sortiert. Anders als bei
Magnetic Activated Cell Sorting (MACS), welches auf Interaktion
paramagnetischer Partikel mit einem magnetischen Feld beruht, wurden die
analysierten Zellen bei FACS einzeln analysiert. Sie wurden entsprechend der
Anwesenheit oder des Fehlens von ALDH Aktivitat und CDCP1 unterschiedlich
geladen, in einem magnetischen Feld ausgelenkt und in R6hrchen gesammelt.
Aus dem Ablauf des Trennverfahrens ist ersichtlich, dass die analysierten
Zellen einem hohen Stress ausgesetzt waren und Zelluntergang aufgrund der
mechanischen Belastung in Kauf genommen werden musste. Um nach der
Sortierung noch stets ausreichend vitale Zellen zur Verfugung zu haben,
mussten eingangs viele Zellen bereitgestellt werden. Es wurden ca. 6x10°
Zellen eingesetzt. Inwieweit der Stress Auswirkungen auf die sortierten vitalen
Zellen und damit auf die folgenden Untersuchungen hatte ist unklar. So hatte
insbesondere die Spharenbildung, welche im Spharen-Assay untersucht wurde,
beeinflusst werden kénnen.

Der grol3e Vorteil des FACS lag darin, dass anders als bei MACS mehr als zwei
Populationen isoliert werden konnten. Diese Voraussetzung war insofern
wichtig, als das das Spharenbildungspotential der Aldefluor positiven/CDCP1
positiven Population, der Aldefluor positiven/CDCP1 negativen Population, der
Aldefluor negativen/CDCP1 negativen Population und der Aldefluor
negativen/CDCP1 positiven Population im Spharen-Assay Uberprift werden
sollte. Hier wurden vier unterschiedliche Populationen separiert, was mit MACS

nicht moglich gewesen ware.

2.3.2 Durchfiihrung einer immunphanotypischen Analyse

Beim FACS-Assay wurden folgende funf Proben zusammengestellt:
e Probe mit Aldefluor-Farbung

e Probe mit Aldefluor-Farbung und DEAB-Zusatz als Negativkontrolle
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e Probe mit CUB2, dem priméaren IgG Antikérper (Maus) gegen CDCP1
und sekundéarer Farbung mit APC Goat Anti-Mouse IgG
e Probe mit APC Goat Anti-Mouse IgG-Farbung allein als Negativkontrolle
e Probe mit Aldefluor-Farbung kombiniert mit CDCP1-Farbung (primarer
CUB2 Antikérper und sekundarer APC Antikorper)

Ebenso wie bei der Durchflusszytometrie- und der MACS-Féarbung wurden
Zelllinien untersucht, welche adharent wuchsen wund zunachst mittels
Anwendung von PBS, Trypsin/EDTA und Kulturmedium (RPMI 1640) gel6st
werden mussten. AnschlieBend erfolgte das Zahlen der Zellen. Die
ausgezahlten Zellen wurden in ALDH Puffer inkubiert (5x10° Zellen pro 1 ml
Puffer) und bis auf einen geringen Anteil mit Aldefluor gefarbt (1:200). Aus der
Aldefluor gefarbten Zellsolution wurde die Negativkontrolle entnommen und mit
DEAB (1:100) versetzt. Sowohl die Aldefluor gefarbte Zellsolution, als auch die
Negativkontrolle wurden in ein warmes Wasserbad gebracht (30 Min., 37°C).
Nach Zentrifugation und Abnehmen des Uberstands wurden beide Pellets
erneut in ALDH Puffer aufgenommen. Die Negativkontrolle wurde auf Eis
gestellt, und es wurde in den folgenden Schritten mit den Aldefluor positiven
Zellen weitergearbeitet. Diese wurden zu einem Grol3teil mit dem gegen das
CDCP1 Antigen gerichteten primaren CUB2 Antikorper behandelt und ebenfalls
gekuhlt inkubiert. Es wurde eine geringe Anzahl von Zellen mit einer Aldefluor-
Einzelfarbung zum Einstellen des FACS ben6tigt.
Um die CDCP1 Einzelfarbung zu erhalten, wurde die Halfte der ubrig
gebliebenen noch ungefarbten Zellen priméar mit dem CUB2 IgG Antikdrper
(Maus) und die andere Halfte der Zellsolution als Negativkontrolle nicht
behandelt.
Die zwei mit CUB2 IgG Antikdrpern behandelten Proben sowie die CDCP1
Negativkontrolle wurden wieder 15 Minuten auf Eis inkubiert, zentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Im weiteren Verlauf wurde der primare CUB2 1gG
Antikorper (Maus) sekundar durch APC Goat Anti-Mouse 1gG markiert (1:20).
Auch die CDCP1 Negativkontrolle wurde mit diesem Antikérper behandelt.

Nach erneuter 15-mindtiger Inkubation auf Eis, Zentrifugation und dem
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Absaugen des Uberstandes standen alle Proben bereit. Vor dem Sortieren
wurden die Zellpellets in ALDH-Puffer aufgenommen.

Sortiert wurde die Zellsuspension, auf die die Aldefluor-Farbung kombiniert mit
der CDCP1-Farbung angewandt worden war. Es wurde nach Aldefluor und
CDCPL1 positiven bzw. negativen Zellen sortiert.

Die Aldefluor positive Zellprobe und die entsprechende DEAB Negativ-
kontrollprobe sowie die CDCP1 positive Zellfraktion und deren Negativkontrolle

dienten lediglich der Konfiguration des Zell-Sorters.

2.4  Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)

Auch MACS setzte voraus, dass die zu untersuchenden adharent kultivierten
Zellen zunachst geldst wurden (siehe FACS), bevor mit dem Experiment
begonnen werden konnte. Mittels Magnetic Activated Cell Sorting konnten
bestimmte Antigene von Zellen magnetisch markiert und Zellpopulationen
isoliert werden. Zur Trennung der Zellen wurden einerseits MACS Micro Beads
benotigt. Hierbei handelte es sich um kleine paramagnetische Partikel, welche
im Experiment bereits mit Goat Anti-Mouse IgG assoziiert waren. Andrerseits
musste ein magnetisches Feld angelegt werden, um die paramagnetische
Zellpopulation von den tbrigen Zellen abzuspalten, wozu ein MACS Separator,
ein Permanentmagnet, verwendet wurde. An diesem war eine LS Séaule
angebracht. In dieser Saule wurden die markierten Zellen, wahrend sie durch
deren hydrophile Matrix sickerten, von dem generierten, stark magnetischen
Feld zurickgehalten. Nicht markierte Zellen durchliefen die LS Séaule
dementsprechend ungehemmt oder wurden im darauffolgenden Schritt mit
Puffer aus der Saule gewaschen. Um die positive Zellfraktion zu gewinnen,
wurde die Saule aus dem magnetischen Feld entfernt und die positive
Zellpopulation unter Druck aus der Matrix gespult und gesammelt.

Die Zellen wurden wéahrend der gesamten Prozedur eiskalt gehalten. Das setzte
gekuhlte Losungen und schnelles Vorgehen voraus. Auf diese Weise konnte
das Risiko der unspezifischen Markierung mit Antikbrpern vermindert werden.
Die verwendete Pufferlésung hatte einen pH-Wert von 7,2 und setzte sich aus
PBS, 0,5% BSA und 2 mM EDTA zusammen.
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Nach der zZahlung der gelosten Zellen wurden diese im Puffer resuspensiert
und mit CUB2, dem primaren IgG Antikoérper (Maus), der gegen das CDCP1
Antigen gerichtet ist, markiert. Die Inkubation auf gekihltem Eis erfolgte fur 15
Minuten. Langere Inkubationszeiten hatten die  Wahrscheinlichkeit
unspezifischer Bindungen der Antikorper erhoht. Anschlie3end wurden die
Zellen gewaschen (1-2 ml Puffer/10” Zellen), zentrifugiert (300xg, 10 Min.) und
der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet war jetzt spezifisch mit dem
primaren Mausantikdrper markiert. Das Pellet wurde wieder im Puffer gel6st (80
ul Puffer/10” Zellen) und mit 20 pl des Sekundéarantikérpers Goat Anti-Mouse
lgG Micro Beads/10” Zellen fiir 15 Minuten erneut auf Eis inkubiert. Nach der
Inkubation wurde eine zusatzliche sekundare Farbung mit APC Goat Anti-
Mouse IgG unternommen, um die Reinheit der magnetisch sortierten Zellen
hinsichtlich der CDCP1 positiven und CDCP1 negativen Population mittels
FACS zu Uberpriufen. Nach der Inkubation (15 Min., 4-8°C) wurde erneut
gewaschen (1-2 ml Puffer/10” Zellen), zentrifugiert (300xg, 10 Min.) und der
Uberstand abgenommen. Die Zellen waren nun sowohl mit den Micro Beads als
auch mit APC markiert und wurden wieder in Puffer (500 ul Puffer/108 Zellen)
aufgenommen.

Fur die magnetische Separation wurde die Zellsuspension auf die S&aulen
gegeben. Aufgrund der Anzahl der markierten Zellen und der gesamten
Zellanzahl wurden LS Saulen (max. Anzahl markierter Zellen: 108, max. Anzahl
der gesamten Zellen: 2x10°) verwendet. Diese wurden in das magnetische Feld
eines Midi Max Separators platziert. Zellen, die die Matrix der Saule durchliefen,
waren dem magnetischen Feld ausgesetzt und wurden, falls mit Micro Beads
markiert, zuriickgehalten. Zun&chst musste die Matrix mit einer geeigneten
Menge an Puffer durchspult werden (LS: 3 ml Puffer), anschlieRend wurde die
Zellsuspension der Saule zugefuhrt. Die unmarkierten Zellen durchliefen die
Matrix und konnten in Falcon-Réhrchen gesammelt werden. Durch eine weitere
Auswaschung der Matrix (LS: 3x3 ml Puffer) wurden zurtickgebliebene
unmarkierte Zellen aus der Matrix entfernt und ebenfalls als unmarkierte
Fraktion gesammelt. Um schlief3lich die positive Fraktion zu erhalten, wurde die

Saule dem magnetischen Feld des Separators entzogen und in ein Falcon-
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Rohrchen platziert. Zusatzlicher Puffer wurde eingesetzt (LS: 5 ml) und mittels
Saugglocke ziigig durch die Matrix getrieben. Die positive Zellpopulation wurde
herausgespilt und separat gesammelt.

Da das Prinzip Zellen mit dem Oberflachenprotein CDCP1 magnetisch zu
isolieren zu diesem Zeitpunkt noch nicht erprobt war, wurde der Grad der
Reinheit der CDCP1 positiven und CDCP1 negativen Population anschliel3end
durch Zelldurchflusszytometrie geprift, indem man bei beiden Populationen den
gebundenen APC-Anteil malR. Der APC Antikorper ist, wie der mit der Micro
Beads gekoppelte sekundare Antikoérper auch, ein Goat IgG Antikorper, der sich
gegen den primaren Mausantikdrper CUB2 richtet. Wichtig wére gewesen, dass
es bei der nachtraglichen Farbung und Inkubation mit APC nicht zu
kompetitiven Verdrangungseffekten zwischen den beiden sekundéren
Antikorpern am primaren CUB2 Antikorper kommt. In dem Fall, dass APC
verdrangend gewirkt hatte, ware die CDCP1 exprimierende Population APC
positiv, aber magnetisch nicht mehr markiert gewesen. Hatte APC aufgrund
mangelnder Mdglichkeit vermindert gebunden, so waren Anteile der CDCP1
exprimierenden Population APC negativ gewesen. Im optimalen Fall hatte sich
eine maximale Effektivitat der MACS Isolation durch eine komplett APC
negative, CDCP1 negative und eine komplett APC positive, CDCP1 positive
Population dargestellt.

Die Uberprufung durch die Zelldurchflusszytometrie zeigte, dass bei
durchschnittlich 2,65 % der als CDCP1 positiv magnetisch isolierten Zellen
durch den sekundar CUB2 bindenden APC Antikdrper der CDCP1 positive
Status nicht nachgewiesen werden konnte. In der Population ohne magnetische
Markierung, welche also als CDCP1 negativ angesehen wurde, aulierte die
APC Féarbung einen CDCP1 positiven Zellanteil von durchschnittlich 1,28%.
Somit konnte gezeigt werden, dass die Trennung in eine CDCP1 positive und
negative Population durch MACS funktioniert hat, was eine verlassliche

Grundlage fur den nachfolgenden Sphéaren-Assay lieferte.
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2.5 Zellzyklusanalyse

Mittels Zellzyklusanalysen wurden die Zellzyklusphasen bestimmt, in welchen
sich Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt befanden. Der Zellzyklus ist
Grundlage der Proliferation und lasst sich einerseits in die Mitose und
andererseits in die Interphase unterteilen. Die Interphase ist weiterhin in die
Phasen G1, S und G2 gegliedert. Von diesen Phasen unterscheidet sich die GO
Phase, eine spezielle Form der G1 Phase. In der GO Phase befinden sich
Zellen, die sich nicht teilen, weil sie ausdifferenziert bzw. nicht mehr
teilungsfahig sind oder weil sie einen ruhenden stammzelltypischen Charakter
aufweisen. Bestimmte Zelltypen konnen nach l&dngerem Verbleib in dieser
Phase in die G1 Phase zurlcktreten und den Zellzyklus von neuem
durchlaufen.

Mit Hilfe der Zellzyklusanalyse am Durchflusszytometer kann man zwischen der
GO0/G1 Phase und den ubrigen proliferativen Phasen unterscheiden. Das
Prinzip des Assays ist, dass Pl mit doppelstrangiger DNA stdchiometrisch
interkaliert und entsprechende fluoreszierende Signale sendet, welche in der
Zelldurchflusszytometrie ermittelt und aufgezeichnet werden. Uber die
detektierten Fluoreszenzsignale kdnnen die Zellen anschlieRend den einzelnen
Zellzyklusphasen zugeordnet werden.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit -20°C kaltem, 70%igem Ethanol fur
zehn Minuten fixiert und anschlieBend gewaschen (1 ml FACS-Puffer,
Zentrifugation: 7 Min./460xg). Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in
100-200 pl FACS-Puffer aufgenommen. In einem Verhéltnis von 1:100 wurde
dann neben Pl auch RNase hinzugefiigt. RNase baut doppelstrdngige RNA ab
und verhinderte somit eventuelle Messfehler, da Pl auch doppelstrangige RNA
binden kann. Wahrend der anschlieRenden Durchflusszytometrie wurden nur

einzelne Zellen gemessen (PI-A, PI-W).
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C Ergebnisse

1. Analyse der Expression der Tumorstammzellmarker

1.1 ALDH Aktivitat in den Zelllinien des Mammakarzinoms, des
Ovarialkarzinoms und des Bronchialkarzinoms

Bei Zellen samtlicher Mammakarzinomzelllinien (MCF7, SK-BR-3, MDA-MB-
468, BT-549), Ovarialkarzinomzelllinien (OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-5,
NCI/ADR-RES) und der Lungenadenokarzinomzelllinie A549 wurde indirekt die
ALDH Aktivitat nachgewiesen.

Die humanen Brustadenokarzinomzelllinien variierten in der gemessenen ALDH
Aktivitat. So waren bei der Zelllinie MCF7 keine Aldefluor positiven Zellen
nachzuweisen. Bei der Zelllinie BT-549 war Fluoreszenz geringfligig existent
(ca. 1%). Bei der Messung von SK-BR-3 und MDA-MB-468 zeichneten sich
groRere Aldefluor positive Populationen ab. Im Fall von SK-BR-3 lieRen sich
13,11+8,85 %, bei MDA-MB-468 14,97+7,94 % an positiven Zellen beobachten.
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Abb. 3: Durchflusszytometrie nach Aldefluorfarbung bei MCF7 und SK-BR-3

Ergebnisse bei MCF7 (A) und SK-BR-3 (B). Die Gates wurden in Abhangigkeit von der
jeweiligen DEAB Kontrollprobe gesetzt. Anders als bei MCF7 liel3 sich bei SK-BR-3 eine
Aldefluor positive Population nachweisen (13,11+8,85 %).

Auch bei den humanen Ovarialkarzinomzelllinien waren die messbaren
fluoreszierenden Populationen unterschiedlich grof3. So war die ALDH Aktivitat
bei OVCAR-3 am starksten, die Aldefluor positive Population dieser
Tumorzelllinie lag bei 52,3+11,1 %. Kleinere Aldefluor positive Populationen
wurden auch in den Gbrigen untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien beobachtet.
Bei OVCAR-4 konnten 3,7t1,5 %, bei OVCAR-5 3,46x0,59 % und bei
NCI/ADR-RES 1,89+0,32 % nachgewiesen werden.
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Ergebnisse

Bei der Lungenadenokarzinomzelllinie A549 nahm die Aldefluor positive

Population einen Anteil von 1,42+1,4 % ein.

Aldefluor positive Population
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Abb. 4: Anteil der Aldefluor positiven Populationen im Vergleich

Anteil der Aldefluor positiven Populationen gemessen an Zellen der humanen Brustadeno-
karzinomzelllinien (MCF7, SK-BR-3, MDA-MB-468, BT-549), der humanen Ovarialkar-
zinomzelllinien (OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-5, NCI/ADR-RES) und der humanen
Lungenadenokarzinomzelllinie A549. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardab-
weichung, berechnet aus drei oder mehr unabhéangig durchgefihrten Messungen.

1.2 CDCP1 Expression in den Zelllinien des Mammakarzinoms, des
Ovarialkarzinoms und des Bronchialkarzinoms

Bei den gleichen Zelllinien (Mammakarzinomzelllinien: MCF7, SK-BR-3, MDA-
MB-468, BT-549; Ovarialkarzinomzelllinien: OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-5,
NCI/ADR-RES; Lungenadenokarzinomzelllinie: A549) wurde der Anteil der
CDCP1 positiven Population an der Gesamtpopulation ermittelt.

Das Oberflachenmolekil CDCP1 war bei den Zellen der vier
Brustkrebszelllinien verschieden stark ausgepragt. Bei MCF7 konnte keine
CDCPL1 positive Population ermittelt werden. Die Zellen der Zelllinie SK-BR-3

exprimierten diesen Marker zu einem Anteil von 67,65+9,55%. Hinsichtlich
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MDA-MB-468 und BT-549 war bei nahezu allen Zellen dieser Zelllinien CDCP1
nachzuweisen (99,95+0,06% bzw. 98,07+£0,45%).

In Ovarialkarzinomzelllinien war die CDCP1 Expression ebenfalls heterogen:
OVCAR-3, OVCAR-4 und OVCAR-5 zeigten eine CDCP1 Expression in nahezu
allen Zellen (99,57+0,2, 99,8+0,1 und 99,7%0,2) wahrend NCI/ADR-RES keine

relevante Expression zeigte.
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Abb. 5: CDCP1 Expression bei OVCAR-3 und NCI/ADR-RES
99,57+0,2% der Zellen von OVCAR-3 expimierten CDCP1 (A), wohingegen bei NCI/ADR-RES

keine positive Population nachzuweisen war (B).

Die Lungenkarzinomzelllinie A549 besal} eine CDCP1 positive Population zu

einem Anteil von 88,37+4,16 %.
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Abb. 6: Anteil der CDCP1 positiven Populationen im Vergleich

Anteil der CDCP1 positiven Population an der Gesamtpopulation der Mammakarzinomzelllinien
(MCF7, SK-BR-3, MDA-MB-468, BT-549), der Ovarialkarzinomzelllinien (OVCAR-3, OVCAR-4,
OVCAR-5, NCI/ADR-RES) und der Lungenkarzinomzelllinie A549. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung, berechnet aus drei oder mehr unabhéngig
durchgefihrten Messungen.

Zusammenfassend lie3en sich hinsichtlich der ALDH Aktivitat und der CDCP1
Expression bei den untersuchten Tumorzelllinien folgende Prozentsatze an

positiven Zellen in der Gesamtzellpopulation ermitteln:

Zelllinie Aldefluor pos. in % CDCP1 pos. in %

Mammakarzinomzelllinien

SK-BR-3 13,11+8,85 67,65+9,55
MCF7 0,34+0,18 0,04+0,63
MDA-MB-468 14,97+7,94 99,9+0,06
BT-549 1,06+0,16 98,03+0,45
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Zelllinie Aldefluor pos. in % CDCP1 pos. in %

Ovarialkarzinomzelllinien

OVCAR-3 52,3+11,1 99,57+0,21
OVCAR-4 3,71,5 99,840,1
OVCAR-5 3,46+0,59 99,7+0,2
NCI/ADR-RES 1,9+0,32 0,59+0,34

Lungenkarzinomzelllinien
A549 1,42+1,4 88.37+4,16

Tab. 6: ALDH Aktivitst und CDCP1 Expression der untersuchten Mammakarzinom-,
Ovarialkarzinom-, und Lungenkarzinomzelllinien

2. Funktionelle Untersuchungen zu CDCP1 und ALDH als

Stammzellmarker

2.1Etablierung des Tumorspharen-Assays fur Karzinomzellen

Zunachst musste ein fester Zeitpunkt ausgewahlt werden, an dem die
Auswertung des jeweiligen Spharen-Assay stattfinden sollte. Erste Spharen-
Assay an den Zelllinien OVCAR-3 und SK-BR-3 wurden taglich ausgewertet.
Von Tag zwei bis Tag zehn wurde die Anzahl und Gro3e der Sphéaren unter
dem Lichtmikroskop bestimmt. Ab Tag funf war stets eine quantitative
Regression zu verzeichnen, so dass es sinnvoll erschien die Datenermittlung
auf diesen Tag zu beschrénken. Alle weiteren Spharen-Assays mit den
Zelllinien SK-BR-3, OVCAR-3 und auch mit Patientengewebe bezogen sich in

ihrer Auswertung also auf Tag funf.
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Ovarospharenwachstum OVCAR-3
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Abb. 7: Untersuchung des zeitlichen Verlaufs des Ovarospharenwachstums

Die Zelllinie OVCAR-3 wurde durch FACS in eine Aldefluor positive und eine Aldefluor negative
Population aufgeteilt und dem Sphéaren-Assay unterzogen. An Tag funf war stets das
guantitative Maximum des Sphéarenwachstums erreicht. Der gesamte Assay wurde dreimal
wiederholt.

2.2 Untersuchung der Bedeutung der CDCP1 Expression als
Stammzellmarker anhand der Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3

Beim Spharen-Assay sollten die Entstehung und das Wachstum von
Mammospharen und damit das Stammzellpotential CDCP1 positiver SK-BR-3
Zellen gepruft und mit der Mammospharenentwicklung der CDCP1 negativen
Population der SK-BR-3 Tumorzelllinie verglichen werden. Die positive und
negative Population wurden durch MACS voneinander getrennt und
anschlieBend in 6-Well Platten in Spharenmedium Uberfuhrt. Bei der
Auswertung am funften Tag wurde auf Anzahl und Gréf3e der Mammospharen
geachtet, wobei zwischen Spharen gréRer und kleiner als 30000um?
unterschieden wurde. Der Sphéaren-Assay wurde dreimal wiederholt. Es hat sich
gezeigt, dass Mammospharen sowohl aus CDCP1 positiven als auch aus
CDCP1 negativen Zellen der Zelllinie SK-BR-3 entstehen. Dabei war ein nicht
signifikanter Unterschied in der Anzahl der gebildeten Spharen zu beobachten
(167+81,18, bzw. 135,33+65,04).
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Hinsichtlich der Grol3e der gebildeten Mammosphéaren &auf3erten Zellen mit
CDCP1 Expression ein minimal starkeres Potential gré3ere Spharen zu bilden.
So bildeten 24+6,56 CDCP1 positive Zellen gegenuber 14,66+6,5 CDCP1
negativen Zellen der Linie SK-BR-3 Spharen mit einer Flache >30000um?.

Untersuchung der Mammosphéarengréf3e in Abhangigkeit von der
CDCP1 Expression bei SK-BR-3
S 300
g
o 250
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>30000pm2 >30000pm2
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Abb. 8: Spharenbildung in Abhéangigkeit der CDCP1 Expression bei SK-BR-3

Zellen der Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 wurden durch MACS in eine CDCP1 positive und
CDCP1 negative Population aufgetrennt und einem fiinftdgigen Spharen-Assay unterzogen.
Beide Populationen bildeten Mammosphé&ren, wobei bei Mammosphéren >1 OOO;Jm2 die CDCP1
positiven Spharen liberwogen (167+81,18 gegeniiber 135,33+65,04). Kleinere Sphéren wurden
nicht mitgezahlt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung, berechnet aus
drei oder mehr unabhangig voneinander durchgefiihrten Messungen (A). Mammosphéren,
gebildet aus Tumorstammezellen der Zelllinie SK-BR-3, zehnfache Vergrolierung (B).
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2.3 Untersuchung der Bedeutung der Koexpression von CDCP1 und
ALDH als Stammzellmarker anhand der Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3

Um die Bedeutung der CDCP1 und ALDH Expression als Stammzellmarker in
Kombination zu untersuchen, wurde die Zelllinie SK-BR-3 ausgewahlt, die eine
heterogene Expression von CDCP1 und ebenfalls ALDH Aktivitat zeigt, was in
bisher publizierten Studien mit Stammzellaktivitat in Verbindung gebracht
wurde. Die SK-BR-3 Zellen wurden abhéngig von ihrer CDCP1 Expression,
bzw. ALDH Aktivitat durch FACS in vier Populationen sortiert und dann unter
nicht adharenten Bedingungen in Spharenmedium kultiviert. Die Auswertung
der Spharenentwicklung erfolgte am flnften Tag, der Spharen-Assay wurde
dreimal wiederholt. Bei den ausgewerteten Zellpopulationen handelte es sich
um eine ALDH positive/CDCP1 positive Population, eine ALDH
negative/CDCP1 negative Population sowie eine rein Aldefluor positive und
eine rein CDCPL1 positive Population.

Die meisten Mammospharen entstanden aus der Aldefluor und CDCP1 doppelt
positiven Population mit 197+56,47 Ereignissen sowie aus der allein Aldefluor
positiven Population (192,66+48,22), wohingegen 154,66+12,5 Ereignisse bei
der rein CDCPL1 positiven Population zu messen waren. 124,66+58,53 Spharen

gingen aus Zellen hervor, welche weder ALDH Aktivitdt noch CDCP1 besalien.
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Mammosphéarenanzahl in Abhangigkeit von ALDH und CDCP1
Expression bei SK-BR-3
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Abb. 9: Mammosphérenbildung in Abhéngigkeit der ALDH und CDCP1 Koexpression bei SK-
BR-3

Die Aldefluor positive und CDCP1 positive Population bildete zusammen mit der rein Aldefluor
positiven Population die meisten Mammosphéaren (197+56,47, bzw. 192,66+48,22). Aus Zellen
fur CDCP1 positiv/Aldefluor negativ gingen 154,66+12,5 Sphéren hervor. Bei der doppelt
negativen Population wurden 124,66+58,53 Ereignisse gezahlt. Dargestellt sind der Mittelwert
und die Standardabweichung, berechnet aus drei oder mehr unabhéngig durchgefihrten
Messungen.

Betrachtete man isoliert die Aldefluor positive, negative und die CDCPL1 positive
und CDCP1 negative Population, so zeigte sich bei der Population mit der
meisten ALDH Aktivitat das grofdte Spharenbildungspotential, es waren
durchschnittlich 389,66+£73,66 Spharen gegenuber der Aldefluor negativen
Population mit 279,33+46,52 Mammospharen. Die CDCP1 positive Population
bildete 351,66+67,28 und die CDCP1l negative Population 317,33%£99,93
Mammaosphéaren.

43



Ergebnisse

Mammosphéarenanzahl in Abhangigkeit von ALDH und CDCP1
Expression bei SK-BR-3
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Abb. 10: Mammosphéarenbildung bei isolierter Expression von CDCP1 und ALDH bei SK-BR-3
Das Mammospharenwachstum der Zelllinie SK-BR-3 wurde beobachtet und nach funf Tagen
ausgewertet. Die Aldefluor positive Population bildete 389,66+73,66 Spharen, die Aldefluor
negative Population 279,33+46,52 Sphéaren. Die CDCP1 positive bzw. negative Population
bildete 351,66+67,28 bzw. 317,33+99,93 Mammosphéren. Dargestellt sind der Mittelwert und
die Standardabweichung, berechnet aus drei oder mehr unabhangig durchgefihrten
Messungen.

2.4 Untersuchung der Bedeutung der ALDH Aktivitdt als
Stammzellmarker beim Ovarialkarzinom anhand der Tumorstammzelllinie

OVCAR-3

Anders als im vorausgegangenen Assay wurden dieses Mal Zellen der
humanen epithelialen Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR-3 eingesetzt. Das Ziel
war, gezielt den Einfluss der Expression des funktionellen Markers ALDH auf
die Bildung von Sphéren und damit auf das Stammzellpotential zu ermitteln. Im
Gegensatz zu Mammakarzinomen ist die Bedeutung der ALDH Aktivitat beim
Ovarialkarzinom weniger gut geklart. Ebenfalls war zum Zeitpunkt der
Untersuchung der Tumorspharen-Assay mit humanen Ovarialkarzinomzellen
noch nicht etabliert. In den folgenden Experimenten wurden daher
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Ovarialkarzinomzellen unter gleichen Kulturbedingungen wie Mammakarzinom-
zellen untersucht und die Bildung von sogenannten Ovarospharen ausgewertet.
Zur Auftrennung von Aldefluor positiven und Aldefluor negativen Populationen
wurden Einzelzellsuspensionen aus Ovarialkarzinomzellen wie oben
beschrieben behandelt und gemessen. Die CDCP1 Expression dieser Zelllinie
lag, ermittelt durch das vorausgegangene Screening, bei nahezu 100%. Neben
der Anzahl der Sphéren sollte auch zwischen der Gréf3e der gebildeten
Spharen bei der jeweiligen Population unterschieden werden.

Die Auswertung nach funf Tagen zeigte, dass auch Zellen einer
Ovarialkarzinomzelllinie, hier OVCAR-3, in der Lage sind, Spharen zu
generieren. Aus der Aldefluor positiven Population (256+53,69) gingen im
Vergleich zur Aldefluor negativen Population (78,83£32,23) signifikant
(P<0,0001) mehr Sphéren hervor.
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Abb. 11: Anzahl der Ovarosphéren in Abhangigkeit der ALDH Expression bei OVCAR-3

Mittels FACS wurden bei OVCAR-3 jeweils drei Aldefluor positive und drei Aldefluor negative
Populationen isoliert und ein Spharen-Assay vorgenommen, dieser Vorgang wurde viermal
wiederholt. Aus der positiven Population gingen 256+53,69 Ovarosphéaren hervor, die negative
Population entwickelte 78,83+32,23 Sphéren. Dargestellt sind vier unabhangig voneinander
durchgefuihrte Messungen sowie der Mittelwert (A). Ovarosphéren, gebildet aus der Aldefluor
positiven Population, bei zehnfacher Vergro3erung (B).

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass allein die Aldefluor positive
Population von OVCAR-3 in der Lage war, grol3e Ovarosphéaren zu generieren,
welche 25000 pm? waren. In diesen GroRenbereich fielen 21+9,77 Sphéren.

Aldefluor negative Zellen produzierten nur kleinere Spharen.
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GrofRe und Anzahl der Ovarosphéaren in Abhéangigkeit von der ALDH
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Abb. 12: GrolRe der Ovarosphéren in Abhangigkeit der ALDH Expression bei OVCAR-3

FACS und Ovarospharen-Assay von OVCAR-3. Aldefluor negative OVCAR-3 Zellen bildeten
70,56+29,2 Sphéaren <5000 umz, groRBere Spharen wurden nicht beobachtet. Bei der Aldefluor
positiven Population wurden 248,78+31,55 Ereignisse <5000 um2 gezahlt. Allein diese
Population war in der Lage groRRere Ovarospharen zu bilden, welche >5000 pm2 mafden
(21+9,77).

2.5 Untersuchung der Bedeutung der ALDH Aktivitat als
Stammzellmarker bei Primargewebe des Ovarialkarzinoms

Primares Ovarialkarzinomgewebe wurde gesortet und das Stammzellpotential
der Aldefluor positiven und der Aldefluor negativen Fraktion uberpruft.
Insgesamt wurden je drei Tumorgewebeproben von drei unterschiedlichen
Patienten untersucht. Wie in den zuvor untersuchten Proben von
Ovarialkarzinomzelllinien konnte auch hier ein Spharenwachstum unter den
gleichen Bedingungen nachgewiesen werden. Die ALDH positiven Zellen
zeigten auch in diesen Proben eine stéarkere Tendenz zur Sphéarenbildung als
ALDH negative Zellen. Bei der fluoreszierenden Population bildeten sich
91,5+87,08 Ovarospharen, bei den Aldefluor negativen Zellen bildeten sich

13,28+8,07 Ovarospharen. Aufgrund der grof3en Variabilitat zwischen den
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Proben waren die Ergebnisse in dieser kleinen Stichprobe mit Primargeweben
statistisch nicht signifikant.
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Abb. 13: Ovarosphéaren-Assay bei primarem Patientengewebe
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von insgesamt drei Messungen die
an drei verschiedenen Patientenproben durchgefiihrt wurden.

3. Zellzyklusanalyse in Abhangigkeit vom ALDH Status bei
OVCAR-3

Um zu dberprifen, ob das hohere Wachstum in Sphéarenkulturen
gegebenenfalls Ausdruck einer vermehrten Proliferation ALDH positiver Zellen
ist, wurden Ovarialkarzinomzellen nach ALDH Aktivitdt aufgetrennt und
beziglich des Zellzyklus untersucht. Zellen der Zelllinie OVCAR-3 wurden
gesortet, so dass sich eine Aldefluor positive und eine Aldefluor negative
Population ergab. Im anschlieBenden Zellzyklus-Assay wurden beide
Fraktionen mit Pl und RNase behandelt, bevor sie mittels Durchflusszytometrie

auf das PI Fluoreszenzsignal hin analysiert wurden und sich die verschiedenen
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Zellzyklusphasen darstellten. Der Assay wurde dreimal wiederholt. Bei der
Population ohne ALDH Aktivitdt befanden sich zum Zeitpunkt der Analyse
22,57%+3,37 % der Zellen in der S-/G2-/M-Phase. Damit ergab sich zur
Aldefluor positiven Population mit 34,57+3,4 % ein hoch signifikanter

Unterschied.

Zellzyklusanalyse der Aldefluor positiven und negativen OVCAR-3
Population
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Abb. 14: Zellzyklusanalyse von Zellen der Tumorstammzelllinie OVCAR-3

Zellen der Tumorstammzelllinie OVCAR-3 wurden zuvor mittels Aldefluor-Assay in ALDH
positive und negative Zellen aufgetrennt. Mit 34,57+3,4 % befanden sich in der ALDH positiven
Population hoch signifikant mehr Zellen in der S-/G2-/M-Phase als in der ALDH negativen
Population (22,57 % + 3,37 %). Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von
insgesamt drei durchgefuhrten Messungen.

4. Instabilitat der ALDH Aktivitat in vitro bei OVCAR-3

Aus Zellen der Zelllinie OVCAR-3 wurden basierend auf dem Aldefluor-Assay
eine Aldefluor positive (100 % ALDH Aktivitat) und eine Aldeflour negative (0 %
ALDH Aktivitat) Fraktion sortiert. Die zwei Populationen wurden anschlieRend
adharent in T-75 Flaschen separat voneinander fir 24 Stunden in Nahrmedium

kultiviert. Danach wurde die Adharenz durch Trypsin/EDTA gelost und die
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ALDH Aktivitdt der einzelnen Zellen durch Zelldurchflusszytometrie ermittelt.
Dieser Assay wurde dreimal wiederholt. Das Differenzierungspotential der
Aldefluor positiven hin zu einer Aldefluor negativen Population und vice versa
sollte ermittelt werden.

Es wurde beobachtet, dass die urspriinglich als Aldefluor negativ isolierte
Population nun zu 38,2 % + 8,1 % ALDH Aktivitdt zeigte. Die positive
Population war nach 24 Stunden noch zu 70,33 % = 11,55 % positiv. Das
Phanomen der nach 24 Stunden verdndert auftretenden ALDH Aktivitat,
welches sich sowohl bei der komplett Aldefluor negativen, als auch bei der
allein Aldefluor positiven Population darstellte, lasst auf eine Instabilitdt (und
maoglicherweise Zellzyklusphasenabhangigkeit) der ALDH Aktivitat in diesem

Gewebe schlielRen.
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Abb. 15: Darstellung der ALDH Instabilitdt anhand der Zelllinie OVCAR-3

Durch FACS erzeugte rein Aldefluor positive und Aldefluor negative Zellpopulationen vollzogen
innerhalb von 24 Stunden einen Wandel in ihrer ALDH Aktivitat. Die urspriinglich negative
Population war nun zu 38,2%+8,1% positiv, bei der positiven Population verminderte sich die
Aktivitat auf 70,33%+11,55%. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von
insgesamt drei durchgefiihrten Messungen.
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D Diskussion

1. Expression der ALDH

In vorausgegangenen Studien wurde bereits ALDH1 Expression in
verschiedenen Tumoren, einschlieBlich in Mamma-, Ovarial- und
Lungenkarzinomen, nachgewiesen [38]. Daruber hinaus wurde vor allem in
Mammakarzinomen von einem Zusammenhang zwischen ALDH Expression
und Stamm- und Tumorstammzellpotential berichtet [35, 45]. Diese Beziehung
zu untersuchen war ein wesentliches Ziel dieser Arbeit. Voraussetzung dafur
war, dass die Aldefluor Farbemethode auch in unserem Labor und auf die von
uns ausgewahlten Zelllinien reproduzierbar angewendet werden konnte, d.h.,
dass indirekt die intrazellulare Aktivitat der ALDH nachgewiesen werden konnte.
Die Anwendbarkeit des Protokolls konnte bestéatigt werden, intrazellulare
Fluoreszenz war vorhanden und der ALDH positive Anteil stellte sich quantitativ
unterschiedlich gegenuber der Negativkontrolle dar. Insgesamt zeigte sich im
Bereich aller Tumorentitaten eine grof3e Heterogenitét bezlglich des Gehalts an
Zellen mit nachweisbarer ALDH Aktivitat. In zwei der Mammakarzinomzelllinien
(MCF7, BT-549) waren keine ALDH positiven Populationen mit dieser Methode
nachweisbar, wahrend zwei andere Zelllinien (SK-BR-3 und MDA-MB-468)
Aldefluor positive Populationen zeigten, die in Abh&ngigkeit von Zelldichte und
Farbemethode unterschiedlich stark ausgepragt waren. Bei den
Ovarialkarzinomzelllinien &aufRerten samtliche Zelllinien nur minimale ALDH
Aktivitat, bis auf die Zelllinie OVCAR-3, in der ca. 50 % der Zellen Aldefluor
positiv waren. Die ermittelten Daten hinsichtlich des relativen Anteils der
Aldefluor positiven Populationen sind im Einklang mit bereits bestehenden
Daten [35, 38, 45].
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Aufgrund der robusten Aldefluor positiven Zellpopulation wurden die Zelllinien
SK-BR-3 (14,97+7,94 %) und OVCAR-3 (52,3+11,1 %) ausgewé&hlt, um beide
Populationen (Aldefluor positiv und Aldefluor negativ) zu isolieren und
anschlieend weiter zu untersuchen.

Bei den ermittelten Daten fiel auf, dass bei wiederholten Messungen grof3e
ALDH Aktivitatsabweichungen innerhalb der Aldefluor positiven Population der
jeweiligen Zelllinie zu verzeichnen waren. Eine Erklarungsmoglichkeit bietet der
unten diskutierte Aldefluor-Shift (siehe Anhang: 1. Aldefluorfarbung). Des
Weiteren ist zu diskutieren, inwiefern eine bestimmte Zellzyklusphase mit der
Aktivitat der ALDH zusammenhéngt. Unterschiedliche Zyklusphasen kdnnten
mit einer unterschiedlichen Expression dieses Enzyms einhergehen, so dass
dementsprechend auch die Wechselwirkungen dieses Enzyms mit dem
Substrat  BODIPY-Aminoazetaldehyd (BAAA)  unterschiedlich  stark
nachgewiesen werden wirden. So kdnnte beispielsweise eine geringere ALDH
Expression wahrend des Ruhezustands, also der GO Phase, einer Zelle
auftreten. Diese Phase war besonders bei dichtem adhédrentem Wachstum der
Zelllinien in der Kulturflasche nachzuweisen. Dadurch gewinnt der Zeitpunkt zu
dem die einzelne Zelle aus der Kultur entnommen wird, bzw. die Zelldichte
innerhalb der Kultur, an Bedeutung fur das Ergebnis der folgenden

Durchflusszytometrie.

2. Expression des CDCP1 Proteins

Beim CUB-Domain-Containing Protein (CDCP1) handelt es sich um ein neu
entdecktes Transmembranprotein, welches initial als in hamatopoetischen
Stammzellen exprimiert und als diagnostischer Marker bei Leukamien
beschrieben wurde [47, 48]. Seine Uberexpression wurde unter anderem in
Brust-, Lungen- und Kolonkarzinomen nachgewiesen [47, 49]. CDCP1 positive
Zellen zeichneten sich Publikationen zufolge in vivo durch erhéhte Proliferation,

Metastasierung, Invasivitdt, Aggressivitdit [53, 54] wund durch eine
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verschlechterte Prognose aus [52]. Dieselben Tumorzelllinien des
Mammakarzinoms, des Ovarialkarzinoms und des Bronchialkarzinoms wurden
auf ihre CDCPl1 Expression hin untersucht. Es war von Interesse
herauszufinden, ob CDCP1 auch in den von uns studierten Tumorentitaten
einen  Stammzellmarker  darstellt. Das  benachbarte  Labor  fir
Stammzellforschung, geleitet von Dr. Hans-JOrg Buhring, verfligte Uber einen
selbstentwickelten CDCP1 Antikorper, der fur diese Untersuchungen zur
Verfigung  gestellt  wurde [47]. Wir untersuchten daher die
Oberflachenexpression von CDCP1 in den oben genannten Brust-, Ovarial- und
Lungenkarzinomzelllinien. Bei der Brustkarzinomzelllinie SK-BR-3 zeigte die
Durchflusszytometrie eine positive Population von 67,65+9,55 %. Die Zelllinie
MCF7 zeigte hingegen gegenuber der Negativkontrolle keine CDCP1 positive
Population, MDA-MB-468 und BT-549 exprimierten CDCP1 wahrenddessen in
nahezu 100 % der Zellen. Ahnliche Ergebnisse offenbarten sich auch bei der
Messung der Ovarialkarzinomzelllinien, hier waren alle Zellen der Reihe
OVCAR zu 100 % markiert, wohingegen NCI/ADR-RES gegenuber der
Negativkontrolle kein CDCP1 exprimierte. Die maligne pulmonale Tumorzelllinie
A549 war zu 88,37%4,16 % positiv.

Wie auch bei der Fluoreszenzmessung des Aldefluor stellten sich innerhalb der
Tumorzelllinien desselben Gewebetyps bei der CDCP1 Messung abweichende
Messergebnisse hinsichtlich der positiven Fraktion dar. Auffallig war, dass es
unter den Zelllinien eine Tendenz gab, CDCP1 entweder komplett oder gar
nicht zu exprimieren. Ausnahmen bildeten SK-BR-3 und A549. Das vollstandige
Vorhandensein, bzw. das vollstandige Fehlen dieses transmembranen Markers
lassen es fraglich erscheinen, inwiefern CDCP1 bei den betreffenden Zelllinien
oder generell geeignet ist, eine Tumorstammzellpopulation abhangig von deren
Expression zu charakterisieren, da eine umschriebene Population mittels dieses
Markers nicht isoliert werden konnte. Genauere vergleichende Assays und
Untersuchungen der CDCP1 positiven Population gegentber der CDCP1
negativen Population waren daher auch nur bei den Zelllinien SK-BR-3 und
A549 moglich.
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Es ist nicht geklart, warum CDCP1 bei manchen Zelllinien in jede Zellmembran
eingebaut wird, bei anderen Zelllinien auf der Zelloberflache hingegen gar nicht
vertreten ist. Bei allen untersuchten Zelllinien handelte es sich um epitheliale
Zelllinien, so dass das urspringliche Gewebe nicht der ausschlaggebende

Faktor sein konnte.

3. Etablierung eines Tumorsphéren-Assays fur Ovarialkar-

zinomzellen

Die jetzigen Ergebnisse legen nahe, dass es innerhalb von Ovarialkarzinom-
zelllinien und primarem Patientengewebe eine Zellpopulation gibt, die
Tumorstammzellpotential besitzt. Die funktionellen Eigenschaften von
Stammzellen (Selbsterneuerung und Differenzierung) kénnen am besten nach
Transplantation in vivo untersucht werden. Der Sphéaren-Assay ist ein in vitro
Surrogat-Assay zur Bestimmung klonogener Eigenschaften, die Tumorstamm-
zellen charakterisieren. Nachweislich wurden auf diesem Wege Zellen
identifiziert, die Stammzelleigenschaften besitzen. Zum einen wegen des nicht
adharenten Wachstums in flussigem Medium, zum anderen wegen der
Fahigkeit der anschlieBenden multipotenten Differenzierung. Derartige
Erkenntnisse beruhten anfangs auf Forschung an neuronalem Gewebe [21],
spater auch auf Daten, welche aus Untersuchungen von Brustgewebe,
einschliellich Tumorpatientengewebe, gewonnen wurden [22, 56]. FUr
Ovarialkarzinomzellen war der Spharen-Assay zu Beginn unseres Projekts nicht
etabliert. Unsere Untersuchungen konnten zeigen [57], dass unter Verwendung
gleicher Bedingungen wie beim Mammosphéaren-Assay Ovarialkarzinomzellen
sich &ahnlich verhalten und innerhalb weniger Tage Spharen bilden kénnen. Die
Kapazitat der Spharenbildung in vitro konnte flr Zellen aus Zelllinien sowie
Primargewebe gezeigt werden, und wurde in den Folgeversuchen als Surrogat-

Assay fur Ovarialkarzinomzellen mit Stammzelleigenschaften genutzt.
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4. Untersuchung des Stammzellpotentials CDCP1 positiver

Zellen

Die Durchflusszytometrie oder MACS Methode sowie der Aldefluor-Assay
wurden verwendet, um Populationen mit CDCP1 Expression und/oder ALDH
Aktivitdat zu isolieren. Um diese Faktoren hinsichtlich ihrer Qualitat als
Stammzellmarker zu uberprifen, wurden die isolierten Zellfraktionen bezuglich
ihres Potentials in vitro Spharen zu initieren untersucht. Dabei zeigte sich
beispielsweise in der SK-BR-3 Zelllinie, dass Mammospharenbildung
unabhangig von der Expression von CDCP1l geschieht. Sowohl bei der
positiven als auch bei der negativen Population wurde eine ahnliche Anzahl von
Sphéaren beobachtet. Sowohl nach MACS als auch nach Durchflusszytometrie
war im Spharen-Assay kein signifikanter Unterschied im Spharenbildungs-
potential der CDCP1 positiven und negativen Population zu beobachten. Diese
Ergebnisse indizieren, dass CDCPl1 nicht geeignet ist, eine
Tumorstammezellpopulation zu identifizieren, wie von friheren Studien
suggeriert. Einige dieser Erkenntnisse bezogen sich allerdings auf Daten von
Studien, welche zum einen in vivo gewonnen wurden und sich zum anderen auf
unterschiedliches Gewebe beziehen. Bei SK-BR-3 handelt es sich um eine
humane epitheliale Zelllinie eines Mammakarzinoms, bei dem die Expression
von CDCP1 eine andere Rolle spielen kbnnte als bei humanen
Knochenmarkzellen. Hier kam es bei Transplantation derartiger CDCP1
positiver Zellen in NOD/SCID Mé&ause zu Proliferation mit Differenzierung tber
mehrere Generationen hinweg, was auf das Stammzellpotential von CDCP1
hindeutete.  Zusatzlich wurde hier eine Koexpression mit dem
hamatopoetischen Stammzellmarker CD34 beschrieben [48]. Ebenfalls in vivo
wurden CDCP1 exprimierende leukamische Blastenzellen beschrieben, unter
anderem in Koexpression mit den vorbeschriebenen Tumorstammzellmarkern
CD34 und CD133 [47].

Zwar wurde CDCP1 auch schon bei humanen Tumoren wie dem
Bronchialkarzinom, dem kolorektalen Karzinom, dem Prostatakarzinom und

auch dem Brustkrebs nachgewiesen, jedoch wurde der Marker hier mit einem
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erhohten metastatischen Potential assoziiert, nicht mit Stammzelleigenschaften
[47, 54]. Selbiges gilt fur Zelllinien wie die des Lungenadenokarzinoms [51] und
des Zervixkarzinoms [54], bei denen die Metastasierung der CDCP1 positiven
Population im Tiermodell beobachtet wurde. Nachgewiesenermalf3en beglnstigt
hohe Expression Metastasierung, hohe Proliferationsraten und invasives
Wachstum [53]. Darlber hinaus reagieren CDCP1 positive Zellen in vitro
resistenter gegentber Chemotherapie [54]. Basierend auf diesen Erkenntnissen
ist es nicht verwunderlich, dass CDCP1 als prognostischer Marker anzusehen
ist, welcher mit schlechter Prognose, hoher Rickfallrate und verkirztem
Disease-Free Survival und Overall Survival einhergeht. Die oben
beschriebenen Eigenschaften CDCP1 positiver Zellen werden durch die
Struktur des transmembranen Proteins wiedergespiegelt, welche fur die
Adhasion und Interaktion mit Zellen oder Matrix verantwortlich ist, die
Grundlagen fir Uberleben, Proliferation und Fortbewegung. Es ist durchaus
maoglich, dass es dieser adhasiven Eigenschaft geschuldet ist, dass CDCP1
positive Zellen groBere Sphéaren bildeten als CDCP1 negative Zellen. Diese
Beobachtung war jedoch nicht signifikant. Studien zeigen ebenfalls, dass das
Level der CDCP1 Expression mit der proliferativen Aktivitdt eines Tumors
zusammenhéngt [50], jedoch lasst dieser Zusammenhang nicht direkt auf
CDCP1 als einen Tumorstammzellmarker riickschlie3en.

Insgesamt unterstiitzen unsere Untersuchungen die Hypothese, dass CDCP1 in
manchen Tumoren exprimiert wird und wichtige tumorbiologische Rollen
Ubernimmt, deuten jedoch darauf hin, dass diese Funktionen nicht auf
bestimmte Zellsubpopulationen beschréankt sind und dass letztendlich CDCP1
Oberflachenexpression nicht als Stammzellmarker bei den von uns
untersuchten Mamma-, Ovarial- und Lungenkarzinomzelllinien benutzt werden
kann.

Trotzdem hat CDCP1 bei humanen Tumoren Bedeutung als Marker von
besonders aggressiver Tumorentwicklung, auch hinsichtlich Metastasierung
und von Resistenz, sodass CDCP1 Kklinisch, vor allem therapeutisch, von
groBem Nutzen sein kann. Die CDCP1 Expression kdnnte beispielsweise als

Indikator fur bestimmte Antikdrpertherapien dienen, um Metastasierung zu
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lindern oder sogar zu verhindern. Charakterisierung der genauen Bedeutung
dieses Transmembranproteins sollte daher das Ziel weiterer Forschung sein.

5. Co-Untersuchung von ALDH Aktivitat und CDCP1

Expression

In weiteren Assays wurde das Sphéarenbildungspotential von CDCP1 und ALDH
doppelt positiven Zellen untersucht, um zu analysieren, ob CDCP1
beispielsweise innerhalb der ALDH positiven Brustkrebszellen, eine
Subpopulation identifiziert, die erhéhte Klonogenitat besitzt. Abermals wurde die
humane epitheliale  Tumorstammzelllinie  SK-BR-3  untersucht. Eine
Aldefluor+/CDCP1+ Population, eine Aldefluor+/CDCP1- Population, eine
Aldefluor-/CDCP1+ Population und eine Aldefluor-/CDCP1- Population wurden
durch FACS sortiert. Erneut wurde in jeder Population die Spharen-
bildungskapazitat evaluiert. Wie bereits publiziert [35] konnte gezeigt werden,
dass die Aldefluor positiven Populationen mehr Spharen bildeten als die ALDH
negativen. Interessanterweise war dies jedoch unabhangig davon, ob CDCP1
ebenfalls exprimiert war oder nicht, was gegen CDCP1 als Stammzellmarker in
dieser Tumorzelllinie spricht. Somit bestatigen unsere Ergebnisse, dass das
Stammzellpotential im Wesentlichen von Zellen mit ALDH Aktivitat ausgeht, und
der in vitro Tumorspharen-Assay diese Eigenschaften nachweisen kann.
Andererseits wurde das Ergebnis des vorausgegangenen Spharen-Assays,
welcher sich auf die CDCP1 Expression konzentrierte, bestatigt. Es zeigte sich,
dass der CDCP1 Expression als Marker zur Identifikation von
Tumorstammzellen mit Spharenbildungskapazitat keine tragende Rolle
zukommt. Somit war auch klar, dass die Verwendung der beiden potenziellen
Tumorstammzellmarker ALDH Aktivitat und CDCP1 Expression sich nicht
eignet, um mittels dieser Markerkombination eine besonders potente

Stammzellpopulation zu isolieren oder Tumorstammzellen genauer zu
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charakterisieren. Die ALDH Aktivitat hingegen stellte sich als robuster Marker
zum Nachweis von Zellen mit sphéareninitiierender Kapazitat dar.

Ahnlich wie bei CDCP1 zeigte sich die Bedeutung der ALDH Aktivitat anfanglich
beim hamatopoetischem Gewebe [30-32]. Auch bei Aldefluor zeigten positive
Knochenmarkzellen die Fahigkeit Uber mehrere Generationen hinweg zu
proliferieren, ebenso kam es zu Koexpression mit den hamatopoetischen
Stammzellmarkern CD133 und CD34. Anders als bei CDCP1 wurde allerdings
auch bei humanen Tumoren wie neuronalen Tumoren [34], Lungentumoren [36]
und auch bei Brustgewebe [35] der Aldefluor-Assay erfolgreich verwendet, um
potentielle Tumorstammzellen zu markieren. Ginestier et al. konnten 2008 im
Sphéaren-Assay zeigen, dass Aldefluor positive Zellen aus humanem
Brustgewebe in der Lage sind, Mammosphédren zu generieren und damit
Stammzellcharakter nachweisen. Diese Erkenntnisse wurden sowohl anhand
von Patientengewebe als auch anhand von Zelllinien gewonnen [45].

Die Ergebnisse des Spharen-Assays mit der Brustkarzinomzelllinie SK-BR-3
konnten bestehende Erkenntnisse hinsichtlich der Bedeutung von ALDH
Aktivitat als Stammzellmarker nur andeutungsweise, nicht aber signifikant
bestatigen.

Beim Vergleich der beiden Aldefluor negativen Populationen fiel auf, dass
diejenige mit CDCP1 Expression mehr Mammospharen gebildet hat. Eine
Erklarungsmadglichkeit kdnnte darin bestehen, dass es sich anstelle von
Spharen um Zellaggregate handelte, deren Bildung durch CDCP1 beginstigte
Adhésion zustande kam.

Die vorhergegangenen Assays indizierten, dass ALDH Aktivitat grofReren
Einfluss auf Sphéarenbildung hatte als die Expression von CDCP1. Dieser
Marker fand keine weitere Beachtung bei Spharen-Assays der humanen
epithelialen Adenokarzinomzelllinie OVCAR-3.
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6. Untersuchung des Tumorstammzellpotentials der ALDH

positiven Subpopulation beim Ovarialkarzinom

Allein die Spharenbildung einer Aldefluor positiven und einer Aldefluor
negativen Population wurden verfolgt. Es wurde eine Ovarialkarzinomzelllinie
verwendet, da nun eine  andere  Tumorzellspezies auf  ihr
Spharenbildungspotential in Abhangigkeit von ihrer ALDH Aktivitat Gberpruft
werden sollte. Bei Aldefluor positiven Zellen von Zelllinien des
Mammakarzinoms konnten Sphérenbildung und damit Stammzellcharakter
gegenuber der Aldefluor negativen Population bestatigt werden [35]. Mit der
Entscheidung, nun eine Ovarialkarzinomzelllinie fir den Assay zu verwenden,
fiel die Wahl auf eine Spezies von Zelllinien tber die anhand von Publikationen
noch nicht von Spharenbildung berichtet und der Zusammenhang zwischen
erhohter ALDH Aktivitat und Tumorstammzellpotential noch nicht genauer
dargestellt worden war. Bei den vier auf die ALDH Aktivitat gepruften
Ovarialkarzinomzelllinien erwies sich die Zelllinie OVCAR-3 aufgrund ihrer
heterogener Expression mit einem robusten Anteil an ALDH positiven Zellen far
den vorgesehenen Assay am geeignetsten. Diese Zelllinie wies in der
Zelldurchflusszytometrie eine CDCP1 Expression in nahezu 100 % der Zellen
auf, so dass das Ergebnis der Spharenbildung innerhalb der Aldefluor positiven
und negativen Population vom Vorhandensein jenes Markers unabhangig war.

Es konnte gezeigt werden, dass auch Zellen aus priméarem
Ovarialkarzinomgewebe in der Lage sind, Spharen unter nicht adharenten
Bedingungen zu generieren. Die beobachteten Sphéren, in Analogie zu den
Mammospharen als Ovarosphéren bezeichnet, schienen in ihrer Bildung
ahnlich wie die aus Zelllinien abgeleiteten Ovarialkarzinomzellen von der Ho6he
der ALDH Aktivitdt abzuhangen. So bildeten Aldefluor positive Zellen aus
primaren Ovarialkarzinomgeweben &hnlich wie Aldefluor positive Zellen der
Tumorzelllinie OVCAR-3 mehr und groBere Ovarosphdren als die
korrespondierenden Aldefluor negativen Zellen. Die Ergebnisse der
Patientenproben zeigten aufgrund der Heterogenitat zwischen den einzelnen

Proben keine statistische Signifikanz. Mehr Probanden hatten gewéhlt werden
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missen, um potenzielle signifikante Unterschiede zu ermitteln. Insgesamt
bestatigen jedoch diese im Ovarialkarzinom gewonnenen Daten die in
Mammakarzinomzellen beobachteten Ergebnisse.

Die Expression des Oberflachenmarkers CDCP1, welcher bei der Zelllinie
OVCAR-3 in der Aldefluor negativen und der Aldefluor positiven Population auf
jeder Zelle exprimiert wurde, konnte auch in dieser Tumorentitat keine
Population mit bedeutend gesteigerter Spharenbildungskapazitéat isolieren.

Um weitere Erkenntnisse Uber die Anwendbarkeit von ALDH als funktionellen
Tumorstammzellmarker zu gewinnen wurden die proliferativen Eigenschaften
Aldefluor positiver und negativer Zellen der Zelllinie OVCAR-3 untersucht. Bei
der Zellzyklusanalyse der Zelllinie OVCAR-3 zeigte sich, dass sich Aldefluor
positive und negative Zellen signifikant in ihrem proliferativen Charakter
unterscheiden. Aldefluor positive Zellen proliferierten stéarker, wohingegen sich
Zellen der negativen Population vermutlich haufiger in der GO-Phase befanden.
Die groRe Wachstumskapazitat, die von Aldefluor positiven im Vergleich zu
negativen Zellen der Zellinie OVCAR-3 ausging, konnte auch fir den
Unterschied im Spharenwachstum ursachlich verantwortlich sein. Daher
missen weitere zukunftige Studien untersuchen, ob ALDH tatsachlich ein
Stammzellmarker in dieser Tumorentitat ist oder ein Marker, der mit erhdhter
Zellproliferation einhergeht oder sogar in Abhangigkeit von bestimmten
Zellzyklusphasen hochreguliert wird. Fir letzteres wirde auch die Tatsache
sprechen, dass ALDH negative Zellen sich in vitro nach kurzen
Kultivierungszeiten unter Standardbedingungen bereits in ALDH positive Zellen
umwandeln kénnen und vice versa. Ein Zusammenhang zwischen ALDH
Aktivitdt und Proliferation wurde auch bereits in Mammakarzinom(stamm)zellen
diskutiert [35].

Die Stammzellhypothese besagt, dass eine Stammzelle multipotent
differenzieren kann. Sie verfligt tGber ein uneingeschranktes Teilungspotential,
wobei in den Folgegenerationen zunéchst Progenitorzellen entstehen, bis es
letztendlich zur Entdifferenzierung kommt. Sollte es sich bei der ALDH beim
Ovarialkarzinom um einen Tumorstammzellmarker handeln, so wirde die

Aldefluor positive Population aufgrund der Multipotenz in den Folgepopulation
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sowohl Zellen mit ALDH Aktivitdt als auch Zellen ohne ALDH Aktivitat
produzieren. Aldefluor negative Zellen wirden sich dagegen weiterhin stabil
Aldefluor negativ ausdifferenzieren. Vorausgesetzt die ALDH Aktivitat kommt
als funktioneller Tumorstammzellmarker beim Ovarialkarzinom in Frage, ware
die Generierung Aldefluor positiver Zellen in der Folgegeneration aus Aldefluor
negativen Zellen im Rahmen der Krebsstammzellhypothese nicht mdglich
gewesen. Es zeigte sich jedoch, dass auch die Aldefluor negative zu einer
Aldefluor positiven Population ausdifferenzieren konnte.

Es steht zur Diskussion, ob erhdhte ALDH Aktivitdt beim Ovarialkarzinom als
Tumorstammzellmarker anzusehen ist oder ob mittels dieses funktionellen
Markers allein Zellen markiert werden, welche sich stark proliferativ verhalten.
Zwar berichten jungere Publikationen von erhohter ALDH Expression als
Tumorstammzellmarker, jedoch bezogen sich diese Erkenntnisse vor allem auf
das Mammakarzinom [35, 45] und auf das Lungenkarzinom [39]. Um diese
Aspekte genauer zu erforschen, werden weitere Studien bendtigt, vor allem

auch unter Einbeziehung von in vivo Verhaltnissen.

7. Erweiterte funktionelle und molekulare Analysen Aldefluor

positiver versus negativer Ovarialkarzinomzellen

Dass es sich bei der Aldefluor positiven Population beim Ovarialkarzinom nicht
um Krebsstammzellen handelt wurde auch durch Bareis et al. (,Aldehyde
Dehydrogenase expression indicates proliferative activity in human ovarian
carcinoma cells“, unpubliziert) gezeigt. So ergaben in vivo Assays mit der
Zelllinie OVCAR-3 und primarem Gewebe serdser Ovarialkarzinome, dass
jeweils die xenotransplantierte Aldefluor negative Population in nahezu gleicher
RegelmélRigkeit in M&usen Tumore generierte wie die Aldefluor positive
Population. Molekulargenetisch ergab sich dartiber hinaus keine positive
Korrelation zwischen erhohter ALDH Aktivitat und der Expression von

Transkriptionsfaktoren wie  SOX2, Oct4 und Lin28, welche in
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Tumorstammzellen des Ovarialkarzinoms angereichert sind. Auch eine
Koexpression mit oberflachlichen ovarialen Tumorstammzellmarkern wie
CD133, CD24 und CD44/CD117 konnte durch diese Arbeiten widerlegt werden.
Letztendlich bestatigte die chemotherapeutische Behandlung der Zelllinie
OVCAR-3 mit diversen Agentien, dass die ALDH positive Population keine
erhohte Resistenz aufweist, was ebenfalls gegen ihr Stammzellpotential spricht.
Andererseits konnte in derselben Arbeit erhdhte proliferative Kapazitat mit
erhohter ALDH Aktivitat assoziiert werden. So unterschied sich in vivo
beispielsweise die qualitative Tumorbildung, denn die Aldefluor positive
Population  bildete  Tumore schneller und groRer aus. Erhohte
Proliferationsraten innerhalb der ALDH aktiven Population konnte ebenfalls
durch eine erhdhte Bromodeoxyuridin(BrdU)-Aufnahme nachgewiesen werden,
des Weiteren zeigte die adhéarente Kultivierung beider Populationen ein
starkeres Wachstum in der positiven Population an. Zu guter Letzt konnte bei
malignem Patientengewebe innerhalb der ALDH aktiven Population durch
immunhistochemische Analyse eine erhdhte Expression des proliferativen
Markers Ki67 nachgewiesen werden, diese unterschied sich signifikant
gegenuber der Ki67 Expression der Aldefluor negativen Population.
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E Zusammenfassung

Die Krebsstammzellhypothese besagt, dass die Entwicklung der malignen
Tumormasse von Tumorstammzellen ausgeht [2—12]. Diese kdnnen multipotent
ausdifferenzieren und sich dabei stets selbst erneuern [58-64]. CDCP1 und
ALDH sind Proteine, deren Expression mit Stammzell- und Tumorstammzell-
potential in Verbindung gebracht werden. Bei CDCP1 handelt es sich um ein
neu entdecktes oberflachlich lokalisiertes Transmembranprotein. [46].
Aldehyddehydrogenasen stellen eine Gruppe von intrazellular lokalisierten
Enzymen dar. Sie nehmen Einfluss auf die artgerechte Entwicklung [12] und
schiitzen vor toxischen Agentien [27, 28].

Beiden Markern ist eine Assoziation mit erhéhtem Differenzierungs-,
Proliferations- [50] und Metastasierungspotential [45, 51, 53, 54] sowie mit
invasivem Wachstum und Resistenz gegentber Chemotherapie [54] gemein.
Eine verschlechterte Prognose hinsichtlich Disease-Free Survival und Overall
Survival [35, 52] wird ebenfalls beschrieben. Die Tumorstammzellassoziation
ergab sich fiur beide Marker bei Leukamie [30-32, 47, 48] und fir die ALDH
auch bei weiteren soliden humanen Tumoren, wie dem Mammakarzinom [35]
und dem NSCLC [39, 40]. Jedoch ist die funktionelle Rolle der ALDH nicht ftr
jedes Gewebe gleichbedeutend oder sie ist noch unklar; aktuelle Daten zum
Ovarialkarzinom sind widerspruchlich [42, 43].

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Expression beider Marker fur
Tumorzelllinien des Mammakarzinoms (SK-BR-3, MCF7, MDA-MB-468, BT-
549), des Lungenadenokarzinoms (A549), des Ovarialkarzinoms (OVCAR-3,
OVCAR-4, OVCAR-5, NCI/ADR-RES) sowie fur primares ovariales Tumorge-
webe untersucht. Die Marker wurden durch den Aldefluor-Assay bzw. durch
Verwendung des priméren Antikdrpers CUB2 dargestellt. AnschlieRend wurde
die Bedeutung der ALDH Aktivitat und der CDCP1 Expression als
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Stammzellmarker anhand des Spharen-Assays untersucht. Dieser Assay wurde
beim Ovarialkarzinom neu etabliert. Hier wurden sowohl primares Patienten-
gewebe als auch die Tumorzellinie OVCAR-3 auf den Zusammenhang
zwischen ALDH Aktivitdt und Tumorstammzelleigenschaft untersucht. Das
proliferative Verhalten von Zellen mit hoher ALDH Aktivitat wurde mit Zellen mit
niedriger ALDH Aktivitat durch Zellzyklusanalysen verglichen. Zuséatzlich wurde
die Differenzierungskapazitat untersucht.

Im Screening konnte Uber die Expression von CDCP1 bei den betreffenden
Tumorzelllinien des Mamma-, des Ovarial- und des Lungenkarzinoms keine
umschriebene Population identifiziert werden. Im Mammospharen-Assay wurde
gezeigt, dass CDCP1 Uberexpression bei der Mammakarzinomzelllinie SK-BR-
3 nicht mit erhéhter Spharenbildung assoziiert ist.

Selbige Zelllinien stellten sich in der Zelldurchflusszytometrie durch eine
heterogene ALDH Aktivitat dar. Besonders robuste Aldefluor positive
Populationen zeigten sich bei den Mammakarzinomzelllinien SK-BR-3 und
MDA-MB-468 sowie bei der Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR-3. Im Spharen-
Assay wurde die ALDH Aktivitat bei Mammakarzinomzellen der Zelllinie SK-BR-
3 als funktioneller Marker zum Nachweis von Zellen mit sphareninitiierender
Kapazitat bestatigt. Eine Kombination mit dem Marker CDCP1 war nicht
geeignet, eine potente Stammzellpopulation zu isolieren. Erstmalig konnte
anhand von primarem Ovarialkarzinomgewebe und der Zelllinie OVCAR-3
gezeigt werden, dass auch beim Ovarialkarzinom Sphérenbildung maoglich ist
und dass die Fahigkeit zur Generation von Ovarospharen in Zusammenhang
mit der ALDH Aktivitdt steht. Es wurden mehr und gréf3ere Ovarospharen
gebildet. Anhand der Zelllinie OVCAR-3 wurde gezeigt, dass sich das
Proliferationspotential der Aldefluor positiven Population signifikant von dem der
Aldefluor negativen Population unterscheidet. Allerdings ergab die Beobachtung
der Differenzierung der Aldefluor positiven und Aldefluor negativen Population
der Zelllinie OVCAR-3, dass ebenfalls aus Aldefluor negativen Zellen Aldefluor
positive Zellen hervorgehen.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass CDCP1 nicht als Tumorstammzellmarker

benutzt werden kann. Anders verhalt es sich bei der Aldehyddehydrogenase,
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Zusammenfassung

deren erhOohte Aktivitat bei verschiedenen humanen Tumoren mit
Stammzellpotential assoziiert ist. Dies gilt fur das Lungenkarzinom und auch fur
das Mammakarzinom, was durch diese Arbeit belegt wurde. Auch die Aldefluor
positive Tumorzellpopulation des Ovarialkarzinoms zeigte im Spharen-Assay
Stammzellpotential. Untersuchungen der Differenzierungskapazitat widerspre-
chen jedoch dem Tumorstammzellcharakter der ALDH positiven Population
beim Ovarialkarzinom hinsichtlich der Krebsstammzellhypothese, welche
besagt, dass Tumorstammzellen nur aus bereits bestehenden Tumorstammzel-
len hervorgehen kénnen. In diesem Zusammenhang scheint die ALDH fur das
Ovarialkarzinom in vitro kein Marker zur Charakterisierung von Tumorstamm-
zellen zu sein, sondern vielmehr Zellen mit erhdhter proliferativer Kapazitat zu
markieren.

Weitere Studien — inshesondere unter in vivo Verhaltnissen — sind ndtig, um

diese Erkenntnisse grundlicher zu erforschen.
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G Anhang

1. Aldefluorfarbung

Aldefluor wurde in Form von BODIPY-Aminoazetaldehyd (BAAA) als Substrat
der ALDH verwendet, um quantitativ die Aktivitat dieses Enzyms bei den
untersuchten Tumorstammzelllinien nachzuweisen. Bei Inkubation diffundierte
das ungeladene BAAA frei durch die Zellmembran und wurde intrazellul&r durch
ALDH zu fluoreszierendem BODIPY-Aminoazetat (BAA) oxidiert. Als geladenes
Molekul blieb BAA tendenziell eher intrazelluléar und konnte nicht mehr frei Uber
die Membran nach extrazellular diffundieren. Zuséatzlicher Efflux Gber aktiven
Transport wurde durch den Aldefluor-Assay-Puffer inhibiert.

Die im Assay zu verwendende Konzentration von Aldefluor musste im Vorfeld
ermittelt werden. Informationen diesbezlglich existierten bereits in vorhanden
technischen Berichten. Aus Kostengrinden war es wichtig, die ALDH Aktivitat
maximal nachzuweisen und zwar bei minimal verwendeten Aldefluor-
konzentrationen. Zu diesem Zweck wurde der Aldefluor-Assay mit mehreren
Testproben an der Zelllinie SK-BR-3 durchgefuhrt und allein die angewandte
Aldefluorkonzentration modifiziert. Mit einem Applikationverhaltnis von 1:200
war die minimale Konzentration erreicht, bei welcher die ALDH Aktivitdt noch
optimal nachgewiesen werden konnte.

Nach Applikation des Aldefluors musste die Probe in einem 37°C warmen
Wasserbad inkubieren, um die Wechselwirkungen zwischen ALDH und BAAA
und die Umwandlung zu BAA und damit die intrazellulare Fluoreszenz zu
fordern. Die Inkubationszeit durfte 60 Minuten nicht Uberschreiten, da es sonst
zu einem Verlust an Fluoreszenz gekommen ware. Technische Berichte gaben

einen Zeitraum zwischen 30 und 45 Minuten vor. Letztere Zeitspanne wurde
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zunachst im Versuchsprotokoll verwendet, spater aber eine kirzere
Inkubationszeit von 30-mindtiger Dauer gewahrt. Die Farbedauer wurde
letztendlich verkirzt, um die Messung so schnell wie mdglich bei stetig
schwindender Fluoreszenz abzuschliel3en.

Die Notwendigkeit, die Farbezeit so gering und konstant wie mdglich zu halten,
bestand darin, dass es bei dreimaliger Wiederholung eines Aldefluor-Assays bei
gleicher Zelllinie zu stark abweichenden Messergebnissen hinsichtlich der
ALDH Aktivitat kam.

Es war stets eine Aldefluor positive Population gegentber der Negativkontrolle
nachzuweisen, jedoch variierte in allen untersuchten Zelltypen das
Aktivitatsausmal betrachtlich. Dieses Phanomen (Aldefluor-Shift) war vor allem
bei der Zelllinie SK-BR-3 zu beobachten.

Moglichst kurze und konstante Farbedauer verminderte das Ausmald dieser
Verschiebung. Dass sich die Aldefluor positive Probe in gleichen Assays mit
unterschiedlicher Aldefluor Aktivitat darstellte, konnte auf verschiedene zellulare
Vorgange zurUckzufihren sein. Eine Ursache kodnnte eine instabile
Zellmembran gewesen sein, welche einen Efflux des BAA und damit
verminderte intrazellulare Fluoreszenz beginstigte. Trypsinierung konnte in
diesem Zusammenhang eine Rolle gespielt haben, ebenso wie mechanisch
bedingter Zellstress wahrend des Assays. Eine insuffiziente Hemmung der
aktiven, ABC-Transporter gesteuerten Aldefluor-Exklusion durch den ALDH-
Puffer konnte auch bei intakten Membranverhaltnissen zu einer verminderten
intrazellularen Speicherung des Farbstoffs geflihrt haben. Eine dritte
Mdglichkeit bestiinde in einer von Beginn an verdnderten ALDH Aktivitat. Dies
setzt voraus, dass das Enzym selbst beeinflusst wurde und damit BAAA als
Substrat unterschiedlich stark zu BAA umgesetzt worden ist. Abgesehen von
der Veranderung der Aktivitat der ALDH selbst konnte es auch zu quantitativen
Veranderungen der Expression des Enzyms gekommen sein, welche sich
moglicherweise in den verschiedenen Zellzyklusphasen unterschiedlich

darstellt.
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